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INTRODUCCION

En este volumen se publican los subsidios del Periodo 2011-2013, se
han volcado todos los informes finales de los grupos de investigacion que
desarrollaron sus tareas en ese lapso.

Con esta publicacion la Fundacién Alberto J. Roemmers mantiene su
compromiso adquirido hace mas de treinta y cinco afios de apoyar a la inves-
tigacion médica en nuestro pais a través de subsidiar planes rigurosamente
seleccionados todos los afios

Se han visto beneficiados mas de 1.000 grupos de investigacion a lo
largo de todo el pais en temas de Investigacion Basica, Aplicada y de Epide-
miologia y Salud Publica






CARACTERIZACION FUNCIONAL DE UN MODULO
TRANSCRIPCIONAL ASOCIADO AL CONTROL DE LA
EXPRESION GENICA DE ZFP36 EN EL DESARROLLO DEL
CANCER DE MAMA.

Dr. Martin Carlos Abba
Centro de Investigaciones Inmunoldgicas Basicas y Aplicadas (CINIBA), Facultad
de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de La Plata.

RESUMEN

El gen ZFP36 (conocido como Tristetraprolin - TTP) codifica a una protei-
na de unidn a sitios ARE (AUBP) involucrada en la regulacion post-transcrip-
cional negativa de diversos genes relacionados con la progresion tumoral. La
expresion ZFP36 se encontraria dramaticamente suprimida en diversos tipos
de tumores sélidos como el cancer de mama. Para comprender los mecanis-
mos que rigen la regulacion de la expresion de ZFP36 en las células mama-
rias, el objetivo del presente estudio fue identificar y caracterizar el médulo
transcripcional asociado con la expresion de dicho gen. Nuestros resultados
indican que ZFP36 esta altamente expresada en el epitelio mamario normal
en humanos y ratones, estrechamente asociada al grado de diferenciacion
celular. También observamos que, al menos en la glandula mamaria de ratén,
durante la lactancia se induce la expresion de Zfp36. Los resultados experi-
mentales e in silico de nuestro grupo nos conducen a inferir que el gen ZFP36
se encontraria bajo la regulacién transcripcional y post-transcripcional con-
certada de un modulo de genes evolutivamente conservado entre especies,
compuestos por: JUN, JUNB, FOS, FOSB, EGR1, IER2, NR4A1, DUSP1y
BTG2. A partir de nuestros datos postulamos que la expresion de ZFP36 y
el médulo de genes asociados podrian estar involucrados en el proceso de
diferenciacion de la glandula mamariay su inhibicion conjunta estaria asocia-
da a la progresion del cancer de mama. Creemos que este médulo de genes
poseeria valor pronéstico, permitiendo estratificar a los pacientes con cancer
de mama en estadios temprano en grupos de buena o mala evolucién de la
enfermedad.

[15]
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ABSTRACT

ZFP36 (also known as Tristetraprolin - TTP) is a RNA-binding protein that
inhibits the expression of pro-inflammatory cytokines and invasiveness-asso-
ciated genes. ZFP36 levels are decreased in many different cancer types
and it has been proposed that this protein could be used as a prognostic
factor in breast cancer. Here, using experimental (QRT-PCR and IHC) and
in silico data analysis, we determined that ZFP36 mRNA is present in nor-
mal breast cells and its levels are significantly decreased in all breast cancer
subtypes. In addition, by immunostaining, we found that ZFP36 expression is
higher in normal breast tissue and benign lesions than in infiltrating carcino-
mas. Among these, lower grade tumors showed increased ZFP36 expression
compared to higher grade cancers. In mice, we found that ZFP36 mRNA and
protein expression is also diminished in mammary tumors. ZFP36 expression
was also induced in mammary HC11 cells treated with lactogenic hormones,
mainly by prolactin. More importantly, we identified a gene expression sig-
nature co-expressed with ZFP36 (composed by JUN, JUNB, FOS, FOSB,
EGR1, IER2, NR4A1, DUSP1 and BTG2) among normal and breast cancer
samples that could be involved in ZFP36 expression at transcriptional and
postranscriptional leves. In summary, these studies show that ZFP36 expres-
sion is strongly linked to the mammary differentiation program in human and
mice, suggesting that this protein might play specific and relevant roles in the
normal physiology of the gland and cancer development.



ROL DE LA ASTROGLIA EN EL PROCESO
NEURODEGENERATIVO CEREBRAL EN UN MODELO
DE RATON TRANSGENICO PARA LA ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER. EFECTOS DE LA EXPOSICION A UN AMBIENTE
ENRIQUECIDO.

Juan Beauquis, Angeles Vinuesa, Patricio Pavia, Carlos Pomilio,
Flavia Saravia.
Laboratorio de Neurobiologia del Envejecimiento, Instituto de Biologia y Medicina
Experimental (IBYME), CONICET, Vuelta de Obligado 2490, Buenos Aires.

En el presente trabajo de investigacion se estudiaron aspectos del remo-
delamiento de areas del cerebro ligadas al aprendizaje y a la memoria en res-
puesta a la exposicion a un ambiente enriquecido en el contexto del proceso
neurodegenerativo. Se analizé el efecto de la exposicion a estimulos sensoria-
les, sociales, motores y cognitivos sobre el hipocampo del raton transgénico
PDAPP-J20, modelo de la enfermedad de Alzheimer (EA). Se partio de la hipo-
tesis que propone que la experiencia induce cambios en el sistema nervioso
central modulando poblaciones celulares neuronales y gliales y la expresion de
factores neurotroficos asi como aspectos cognitivos y conductuales.

Se estudiaron los cambios gliales presentes en el hipocampo de ratones
transgénicos para la proteina precursora del amiloide (APP), considerados
un modelo de la enfermedad de Alzheimer. Los ratones transgénicos y sus
controles fueron expuestos a un ambiente enriquecido (EE) o a un ambiente
estandar de bioterio (SC) de los 5 a los 8 meses de edad para evaluar la posi-
ble regulacion de la morfologia glial por parte de estimulos ambientales. Ade-
mas, se evalud una poblacion de ratones transgénicos y no transgénicos de 5
meses de edad, representativos de las condiciones experimentales iniciales.

En el hipocampo en particular se estudio la relacion entre los distintos
componentes del nicho neurovascular en el giro dentado, region en la cual
ocurre el proceso de neurogénesis adulta. Células de la glia, neuronas y
vasos sanguineos interactian a través de conexiones fisicas y neuroquimi-
cas para proveer un ambiente adecuado para la generacién, maduracién e
integracion de nuevas neuronas. La alteraciéon de cualquiera de los compo-
nentes del nicho neurovascular tendra impacto en el resultado del proceso de
neurogénesis y en los procesos cognitivos y conductuales asociados.

[17]
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Los estudios se llevaron a cabo utilizando ratones PDAPP-J20 y sus
hermanos no transgénicos como controles de 5 y 8 meses de edad y se
aplicaron diferentes protocolos (figura 1). Se realiz6 la eutanasia alos 50 a
los 8 meses de edad con el objetivo de determinar cambios presentes en el
hipocampo en una etapa previa y en otra posterior al inicio del depésito de
placas amiloides. La exposicion al EE se realiz6 durante 3 meses desde los
5 alos 8 meses de edad.

Disefio experimental

o SC e
om 5m
sC
om 5m 8m
SC > EE —
om 5m 8m

Figura 1. Protocolos experimentales y fotografias de las jaulas utilizadas. En un primer
grupo de ratones se realiz6 el analisis de los cambios hipocampales a los 5 meses de
edad luego de estar en un ambiente estandar de bioterio (SC). En un segundo grupo
de ratones se realizé la eutanasia y el posterior analisis a los 8 meses de edad utili-
zando un subgrupo que permaneci6 desde el nacimiento hasta los 8 meses en SC y
otro subgrupo que estuvo alojado en SC hasta los 5 meses de edad y en un ambiente
enriquecido desde los 5 hasta los 8 meses (Figura original en Beauquis et al., 2013).

ANALISIS DE LA PATOLOGIA AMILOIDE CEREBRAL
Y EFECTOS DEL ENRIQUECIMIENTO AMBIENTAL

Se realizé un analisis del contenido de los péptidos amiloides AB 1-40 y
1-42 en homogenatos de cerebro mediante la técnica de ELISA y se cuan-
tificd el numero de placas amiloides en el hipocampo mediante tinciéon con
rojo Congo. A los 5 meses se encontraron valores muy bajos de los niveles
cerebrales de ambos péptidos AB en los Tg y no se detecté senal en los NTg
(figura 2 Ay B). A los 8 meses se vio un aumento en los niveles de los pép-
tidos y se detectd una disminucion significativa asociada a la exposicion al
EE (P<0,01 vs. Tg SC). En la cuantificacion del numero de placas amiloides
por la técnica de rojo Congo (figura 2 C y E) se encontré que a los 5 meses
la mayoria de los animales Tg no tienen depodsitos de AB en la region CA1
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del hipocampo y que a los 8 meses es posible detectar un gran nimero de
placas. El EE no tuvo un efecto significativo sobre este parametro. También
se cuantifico la carga amiloide, definida como el porcentaje de area de CA1
ocupado por placas, y se vieron cambios en el mismo sentido que para el
namero de placas (figura 2 F).
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Figura 2. Estudio de la patologia amiloide. A y B. ELISA del contenido cerebral de los
péptidos AB 1-40 y 1-42. A los 5 m se detectaron niveles muy bajos de ambos pép-
tidos mientras que a los 8 m ocurrié un aumento significativo (*P<0,01). El ambiente
enriquecido (EE) se asoci6 a una reduccion de los niveles de péptidos AR (*P<0,01).
C. Microfotografia del hipocampo donde se ven placas amiloides (puntas de flecha)
detectadas por la técnica de rojo Congo. D. Placas amiloide en el hipocampo detecta-
da por inmunofluorescencia para AB. E y F. Cuantificacion del numero de placas (E) y
de las carga amiloide (F) en CA1. Se detecté un aumento a los 8 meses pero no se vio
un efecto del EE (Figura original en Beauquis et al., 2013).
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EFECTOS DE LA EXPOSICION AL AMBIENTE ENRIQUECIDO SOBRE
LA NEUROGENESIS ADULTA

Se estudiaron las etapas de la neurogénesis adulta mediante la cuan-
tificacion de las células Ki67+ (proliferacion), BrdU+NeuN+ (diferenciacion
neuronal), DCX+ (maduracion) y BrdU+ (supervivencia). En la cuantificacion
de las células Ki67+ se encontré una menor proliferacion en los animales
transgénicos con respecto a los controles (efecto del genotipo P<0,01; figu-
ra 3 A), sin efectos significativos del EE. Al comparar el numero de células
BrdU+NeuN+ se encontré un efecto significativo del genotipo disminuyendo
en los animales Tg (P<0,01; figura 3 B).
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Figura 3. A. Proliferacién celular en la capa de células granulares (GCL) del hipocampo
medida por el nimero de células Ki67+. Se encontré una disminucion del nimero de
células en los animales transgénicos (Tg; **P<0,01; ***P<0,001). B. Diferenciacién neu-
ronal. Los Tg presentaron un menor numero de células BrdU+NeuN+ y la exposicion al
ambiente enriquecido (EE) tuvo un efecto solo enlos NTg (**P<0,01). C. La supervivencia
celular disminuyé en los Tg y el EE provocé un aumento en ambos genotipos (**P<0,01).

La exposicion al EE se asocié a un aumento de la diferenciacion neu-
ronal en los controles (P<0,01) pero no en los Tg. La supervivencia celular,
medida a través de la cuantificacion de las células BrdU+ 21 dias después de
su administracion, disminuy6 en los animales Tg (efecto del genotipo P<0,01;
figura 3 C). En ambos genotipos se encontré un aumento de la supervivencia
celular en aquellos grupos expuestos al EE (efecto del ambiente P<0,001).

La maduracién de las nuevas neuronas se determind mediante la cuanti-
ficacion de las células positivas para doublecortin (DCX). Se contaron aque-
llas células que mostraron una morfologia de célula madura (Beauquis et
al., 2010b). Se encontré un menor numero de células DCX+ maduras en los
animales Tg y la exposicion al EE se asocié a un aumento solamente en los
animales NTg (figura 4).
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Figura 4. A. Microfotografias de la inmunohistoquimica para DCX en el GD de los
4 grupos experimentales. B. Numero de células DCX+ maduras en el giro dentado
(GD). En los NTg se encontré un aumento asociado al EE y los Tg mostraron un menor
numero de células maduras.

CARACTERISTICAS DE LA ASTROGLIA EN EL HIPOCAMPO DE LOS
RATONES PDAPP-J20

Se cuantificé el nimero de astrocitos GFAP+ en el area CA1 del hipo-
campo a los 5y a los 8 meses sin encontrar diferencias entre los grupos
experimentales (figura 5).
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Figura 5. A Microfotografia de astrocitos en la region CA1 del hipocampo detectados
mediante inmunohistoquimica para GFAP. B y C. Cuantificacién del nimero de astro-
citos GFAP+ en los animales de 5 y 8 meses (expresado como % del control). No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales (Figura original
en Beauquis et al., 2013).
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Ademas, se analizé el volumen celular de los astrocitos GFAP+ en el
hipocampo mediante reconstruccion tridimensional a partir de imagenes de
microscopia confocal (figura 6 A-D). A los 5 meses (figura 6 E). no se encon-
traron diferencias significativas entre NTg y Tg. A los 8 meses de edad, dada
la presencia de depdsitos hipocampales de AR, el analisis se dividié en 2
poblaciones de astrocitos de acuerdo a la distancia a las placas: asociados
(PA) y no asociados (NPA). Aquellos astrocitos NPA mostraron un volumen
menor que los astrocitos control (P<0,01) mientras que en los Tg expuestos
al EE hubo un aumento significativo (P<0,01), llegando a niveles similares al
NTg (figura 6 F). Los astrocitos PA a las placas mostraron un volumen signi-
ficativamente mayor que los controles (P<0,01) y la exposicion al EE no tuvo
un efecto significativo.
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Figura 6. A y B. Reconstruccién 3D de un astrocito GFAP+ a partir de imagenes de
microscopia confocal. C y D. Inmunofluorescencia para GFAP (C) y AB (D) indicando
el sector asociado a placa (PA) dentro de la linea de puntos y el no asociado a placa
(NPA) por fuera. E y F. Cuantificacion del volumen celular astrocitario a los 5 m (E) y
8 m (F). A los 8 m los astrocitos NPA mostraron menor volumen que los NTg y el EE
se asoci6 con un aumento significativo (** y ## P<0,01). Los astrocitos PA mostraron
un aumento de volumen con respecto al control (**P<0,01) sin efecto del EE (Figura
original en Beauquis et al., 2013).
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Utilizando la técnica de Sholl se determiné la complejidad de los astro-
citos hipocampales. El analisis se realiz6 utilizando una imagen promedio
de multiples planos de confocal para cada astrocito GFAP+ sobre la cual se
superpuso la grilla de circulos concéntricos del analisis de Sholl (Figura 7
A). La cuantificacion de las intersecciones demostré que existe un aumento
de la complejidad astrocitaria en los Tg en SC con respecto a los controles
(P<0,0001 para 5 meses y para PA 8 meses y P<0,05 para NPA; figura 7
B-D)y que el EE tuvo un efecto disminuyendo la ramificacién tanto en Tg NPA
como en NTg (P<0,0001). En los PA no hubo efecto del EE.
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Figura 7. A. Andlisis de Sholl sobre una imagen promedio por astrocito GFAP+ a partir
de planos de confocal. B-D. Re-presentacion grafica de la ramificacion de procesos
GFAP+ alos 5 (B) y 8 meses (NPA en C y PA en D). En los Tg se encontré una mayor
complejidad. El EE redujo la ramifica-cion enlos NTg y en los Tg NPA. En los astrocitos
PA, el EE no tuvo un efecto significativo.

A partir de los resultados obtenidos podemos concluir que en el raton
PDAPP-J20 existen alteraciones tanto en poblaciones neuronales como
astrocitarias hipocampales que podrian subyacer a los déficits cognitivos
descritos en esta patologia. Es interesante sefalar que algunas de estas
alteraciones tienen un inicio precoz en el desarrollo de la enfermedad y que
podrian ser Utiles como indicadores tempranos. Ademas, la exposicién a
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un ambiente enriquecido fue capaz de regular no solo la supervivencia de
neuronas jévenes en el hipocampo, fendmeno que habia sido descrito en el
envejecimiento, sino también el contenido cerebral de péptidos beta amiloide
y el volumen y la complejidad astrocitarios. Los resultados indicarian que
existen al menos dos poblaciones astrocitarias cuya morfologia se encuentra
diferencialmente afectada en el ratén transgénico para APP dependiendo de
la relacion con los depdsitos de AB y que los estimulos ambientales son capa-
ces de ejercer un efecto sobre la morfologia glial, principalmente revirtiendo
la disminucién de volumen encontrada en la poblacién astrocitaria lejana a
las placas. Paralelamente a los cambios de volumen encontramos una dis-
minucion del numero de astrocitos GFAP+ en la region CA1 del hipocampo
de los animales Tg en SC que fue revertido por el enriquecimiento ambiental,
sin ejercer efectos en los animales controles. Teniendo en cuenta los datos
de la cuantificacion del numero placas, los efectos del ambiente no estarian
mediados por una modulacion del deposito de AB.

Resta estudiar cuales serian los mediadores de este efecto y determinar
si la respuesta astrocitaria esté asociada a cambios neuronales o si es un
fenémeno independiente que indicaria una respuesta directa de los astroci-
tos a estimulos ambientales.

ABSTRACT

In the present work we studied aspects of brain remodeling in response
to environmental enrichment (EE) in a neurodegenerative context. We ana-
lyzed the effect of sensorial, social and motor stimuli on the hippocampus of
PDAPP-J20 mice, model of Alzheimer’s disease (AD). Transgenic (Tg) and
control (NTg) mice were exposed to an EE that consisted in large cages, with
toys, tunnels and shelters that were rearranged every 2 days. Animals were
housed in EE or standard cages (SC) from 5 to 8 months of age. A group of
5-month-old mice were studied to evaluate initial conditions. Although at 5
months of age we found very low levels of amyloid peptides and no amy-
loid deposition, astrocytes were found to be more ramified and decreased in
density when compared with control astrocytes. This was accompanied by a
reduction in the volume of hippocampus, CA1 pyramidal layer and granular
cell layer and decreased number of pyramidal and granular cells. Golgi stain-
ing revealed that there were no changes in dendritic spines in pyramidal neu-
rons. Behavioral tests showed increased anxiety and impaired learning in Tg
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mice. At 8 months of age, a significant portion of the hippocampus was loaded
with amyloid plaques in Tg mice. We identified two distinct astrocyte popu-
lations: one hypertrophic and associated to amyloid plaques (PA) and the
other atrophic and non-plaque-associated (NPA). Exposure to EE was able to
reduce levels of amyloid peptides and to reverse changes in astrocytes and
neurogenesis. We conclude that glial and neuronal alterations occur before
amyloid deposition in a model of AD and could be considered as early mark-
ers of the disease. Exposure to EE was shown to regulate not only neuronal
defects but also glial changes. Further research efforts should be done to
determine whether this is a primary glial or neuronal effect.



LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA DE CELULAS B: EL
PAPEL DE LAS SENALES QUE BRINDAN LOS LINFOCITOS T
ACOMPANANTES EN LA PROGRESION DE LA ENFERMEDAD.

Mercedes Borge, Paula Romina Nannini, Mirta Giordano, Romina
Gamberale.
Instituto de Medicina Experimental-CONICET-Academia Nacional de Medicina.

SiNTEIS DEL INFORME FINAL

Introduccién y Objetivos del Estudio:

Laleucemia linfocitica cronica de células B (LLC) es laleucemia de mayor
frecuencia en el Hemisferio Occidental y se caracteriza por la acumulacion
de linfocitos B clonales CD5. Las células leucémicas proliferan en los tejidos
linfoides en intimo contacto con linfocitos T activados, células estromales y
células de tipo nodriza (nurse like cells, NLC) dentro de estructuras denomi-
nadas centros proliferantes. Alli la célula LLC recibe sefiales que promueven
su proliferacion y sobrevida. Entre estas sefales se destacan la molécula
CD40L expresada por los linfocitos T, la cual interacciona con el CD40 de
los linfocitos leucémicos promoviendo su proliferacion y sobrevida y la qui-
miocina CXCL12, producida por células estromales y NLC, la cual favorece
la migracion y sobrevida del propio clon leucémico . Resultados obtenidos
en nuestro laboratorio demuestran por primera vez que los linfocitos T de
los pacientes LLC de buen y mal prondstico expresan niveles similares de
CXCRA4, el receptor para CXCL12, a pesar de lo cual la respuesta migrato-
ria es significativamente menor en los linfocitos T de los pacientes de buen
pronostico segregados por la expresion de ZAP-70. Si bien se ha reportado
que esta quimiocina es capaz de incrementar la supervivencia del clon leucé-
mico, los efectos sobre la activacion y proliferacion de los linfocitos T de los
pacientes no habian sido estudiados hasta el presente. Dada la importancia
de los linfocitos T y del CXCL12 en los procesos que podrian llevar a la pro-
gresion de la LLC los objetivos propuestos en este estudio son, por un lado,
evaluar el efecto del CXCL12 en la activacion de los linfocitos T de los pacien-
tes LLC y por otro lado, el efecto de los linfocitos T activados de esa forma en
la sobrevida y proliferacién del clon leucémico.

[26]
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RESULTADOS

El presente estudio fue llevado a cabo con muestras de sangre periférica
de pacientes con LLC evaluados al diagndstico y durante el curso de la enfer-
medad que son atendidos en los Hospitales Bancario y Alvarez. En todos los
casos los pacientes fueron informados acerca de los objetivos del estudio y
dieron su consentimiento por escrito. Asimismo el proyecto de investigacion
ha sido evaluado y aprobado por el Comité de Etica de nuestra Institucion.

Tal como mencionamos en la introduccién, uno de los objetivos que nos
planteamos fue evaluar si el CXCL12 era capaz de aumentar la activacion y
proliferacion de los linfocitos T de pacientes LLC. Para ello realizamos culti-
vos de células mononucleares totales (CMT) de pacientes LLC en presencia
o ausencia de CXCL12 recombinante y los linfocitos T presentes en la mues-
tra fueron activados por entrecruzamiento del TCR/CD3 empleando anticuer-
pos anti-CD3. Luego de 24 horas de cultivo evaluamos la expresion de los
marcadores de activacion CD25, CD69 y CD154 (CD40L) sobre la superficie
de los linfocitos T CD4 por citometria de flujo. Tal como puede observarse
en la Figura 1 encontramos que la activacion inducida por el anti-CD3 de los
linfocitos T CD4+ de pacientes con LLC fue significativamente mayor cuando
esta se realiz6 en presencia de CXCL12.

Enla Figura 2 se muestran los histogramas de la expresion de los marca-
dores de activacion de un paciente representativo en las cuatro condiciones
de cultivo que mencionamos anteriormente. Estos resultados demuestran
que el CXCL12 se comporta como un factor coestimulatorio para la activacion
de los linfocitos T de los pacientes LLC.

Luego evaluamos si la mayor activacion de los linfocitos T de los pacien-
tes LLC en presencia de CXCL12 repercutia en la activacion y proliferacion
del propio clon leucémico. Para ello las CMT de los pacientes fueron marca-
das con CFSE y cultivadas en las cuatro condiciones mencionadas anterior-
mente. Luego de 7 dias de cultivo la proliferacion de las células leucémicas
se determiné analizando el porcentaje de linfocitos CD19 con CFSE, por
citometria de flujo. Como puede observarse en la Figura 3 A el porcentaje
de linfocitos CD19 CFSE inducido por anti-CD3 fue significativamente mayor
cuando en el cultivo se encontraba la quimiocina CXCL12 que en su ausencia.
Asimismo, al evaluar el tamaio de los linfocitos CD19 por citometria de flujo,
como medida de su activacion, encontramos un mayor porcentaje de linfoci-
tos CD19 con tamafio grande en los cultivos con anti-CD3 en presencia de
CXCL12 en comparacion a los cultivos ausencia de la quimiocina (Figura 3
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. Enla Figura 3 C se muestran histogramas de un paciente representativo.
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Figura 1. El CXCL12 aumenta la expresion de CD25, CD69 y CD154 sobre los
linfocitos T CD4 de pacientes LLC estimulados a través del TCR. Se realizaron
cultivos con CMT totales de 18 pacientes con LLC en presencia o ausencia de CXCL12
(1ug/ml) por dos horas y luego fueron sembradas sobre anticuerpos especificos para
CD3 (anti-CD3) o el correspondiente control de isotipo inmovilizados en placa. Luego
de 24 horas se midio la expresién de CD25, CD69 y CD154 en los linfocitos T (LT)
CD4 por citometria de flujo. A. En la figura se muestran los valores de media de inten-
sidad de fluorescencia (MIF) de CD25, CD69 y CD154 para cada paciente. B. Luego
los valores obtenidos para cada paciente se utilizaron para calcular el porcentaje de
aumento del marcador de activacion inducido por anti-CD3 relativo al control sin anti-
CDa3. Las barras muestran la media + ES de los aumentos inducidos por anti-CD3 en
ausencia y en presencia de CXCL12. * p<0,05 Wilcoxon signed rank test.

Las células de tipo nodriza o Nurse like cells (NLC) son células de estirpe
mieloide que se encuentran en los 6rganos linfaticos de los pacientes con
LLC y pueden ser diferenciadas in vitro a partirde CMT de pacientes con LLC.
Las NLC producen, entre otros factores, altas cantidades de CXCL12 . Es por
esto que quisimos evaluar si las NLC, a través de la expresion de CXCL12,
son capaces de incrementar la activacion de los linfocitos T de pacientes con
LLC, tal como hemos encontrado para el CXCL12 sintético. La diferenciacion
de las NLC se realiz6 tal como fue descripto mediante el cultivo de CMT
de pacientes LLC en medio completo por 14 dias. En la Figura 4 se puede
observar el fenotipo caracteristico de las NLC: células grandes, adherentes,
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redondeadas y rodeadas de linfocitos, ademas encontramos que se rodea-
ban no sdlo de linfocitos CD19 sino que también los linfocitos T CD4 (flechas
blancas) interaccionaban con ellas.
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Figura 2. Expresion de CD25,CD69 y CD154 en los linfocitos T CD4 de pacientes
con LLC activados en ausencia y presencia de CXCL12. Se muestran los histogra-
mas de la expresion de CD25, CD69 y CD154 sobre los LT CD4 de un experimento
representativo. Sobre los histogramas se muestran los porcentajes de células positi-
vas para los marcadores.

Para evaluar el efecto del co-cultivo con NLC en la activacion de linfoci-
tos T CD4 de pacientes con LLC, se diferenciaron NLC, luego se desconge-
laron CMT de pacientes con LLC y se cultivaron sobre NLC autélogas o solas
y se activaron o no con particulas de poliestireno cubiertas con anticuerpos
anti-CD3 (o el correspondiente control de isotipo). Luego de 24 horas de cul-
tivo encontramos, tal como observamos con el CXCL12 recombinante, que la
presencia de NLC aumentaba no solo la activacion de los linfocitos T (resul-
tados no mostrados) si no también la proliferacion en respuesta al entrecur-
zamiento del TCR (Figura 5).
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Figura 3. Los linfocitos T CD4 activados en presencia de CXCL12 inducen la
activacion y proliferacion de células leucémicas. A. Se analizo6 la proliferacion de
la poblacion CD19 por citometria de flujo luego de 7 dias de cultivo. Las barras repre-
sentan la media = ES para el aumento en el porcentaje de linfocitos CD19 CFSE en los
cultivos activados con anti-CD3 relativo al control sin activar, en ausencia y presencia
de CXCL12. * p<0,05 Wilcoxon signed rank test. B. Se evalud por citometria de flujo
el aumento en el tamario celular de los linfocitos CD19 en los cultivos activados o no
con anti-CD3 en presencia o ausencia de CXCL12. Las barras representan la media £
ES para el aumento en el porcentaje de linfocitos CD19 con valores de forward scatter
mayores a 600 en los cultivos activados con anti-CD3 relativo a los cultivos sin anti-
CD3. C. Se muestran los histogramas para el parametro de forward scatter (tamafio
celular) de un experimento representativo. * p<0,05 Wilcoxon signed rank test.

CONCLUSIONES:

En el presente estudio demostramos que el CXCL12 y el contacto con
células NLC productoras de CXCL12, incrementan la activacion de los lin-
focitos T CD4+ provenientes de pacientes LLC y que esto repercute en una
mayor activacion y proliferacion del propio clon leucémico. Nuestros resulta-
dos sugieren que la producciéon de CXCL12 por parte microambiente presente
en los organos linfoides de los pacientes LLC tendria un papel central en la
fisiologia de los linfocitos T actuando no sélo como quimioatractante, sino
también como un factor de coestimulacion para los linfocitos T activados.

Los resultados presentados en este informe dieron lugar a la siguiente
publicacion: “CXCL12 is a costimulator for CD4(+) T cell activation and prolife-
ration in chronic lymphocytic leukemia patients.” Cancer Immunology, Immu-
notherapy : Cll. 2013 Jan;62(1):113-24.
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Figura 4. Células de tipo nodriza (NLC) diferenciadas in vitro a partir de células
mononucleares totales (CMT) de pacientes con LLC contactan con linfocitos T
CD4 autologos. Se diferenciaron NLC a partir del cultivo de CMT de pacientes con
LLC tal como esta descripto . Luego se cultivaron por 24 horas con CMT autélogas,
se fijaron, se marcaron con anticuerpos especificos para su analisis por microscopia
confocal. A. Se utilizaron anticuerpos especificos para CD19 conjugados a FITC y
para CD4 conjugado a PE (clon SK3), los nucleos se evidenciaron con TOPRO-3.
B. Se utilizaron anticuerpos anti CD4 FITC (clon RPA-T4) y los nucleos se tifieron
con loduro de Propidio (IP). Las imagenes se adquirieron en un microscopio confocal
FluoView FV1000 con un objetivo 60 X 1.42 NA de inmersion en aceite, las imagenes
fueron analizadas utilizando el sfoware de Olympus FV10-ASW. Las flechas blancas
muestran LT CD4 en contacto con las NLC.
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ABSTRACT

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most common leukemia in
the Western world, characterized by the accumulation of CD5 clonal B cells
in peripheral blood and lymphoid organs. Leukemic B cells proliferate in lym-
phoid tissues in close contact with activated T cells, stromal cells and acces-
sory myeloid cells, such as nurse-like cells (NLC) which favor CLL cell sur-
vival and proliferation. CXCL12 is a highly conserved chemokine produced by
stromal cells and NLC, and CXCR4, its main receptor, was shown to induce
CLL and T cell migration and leukemic cell activation and survival. The aim of
this study was to determine whether CXCL12 may enhance the activation and
proliferation of T cells from CLL patients. Thus, PBMC or purified T cells from
CLL patients were activated with immobilized anti-CD3 mAb in the presence
or absence of CXCL12 and after 24hs of culture, the expression of the activa-
tion markers CD25, CD69 and CD154 (CD40L) and the intracellular expres-
sion of IFNy on CD4 T cells was evaluated by Flow Cytometry. We found that
the combination of anti-CD3 and CXCL12 significantly increased the expres-
sion of all activation markers and the expression of IFNy beyond that the one
induced by anti-CD3 alone. More interestingly, leukemic cell activation and
proliferation was enhanced by activated T cells in the presence of CXCL12.
In addition, autologous NLC increased the activation and proliferation of CD4
T cells from CLL patients. Altogether, our results prompted us to hypothesize
that CXCL2 production by lymphoid tissue microenvironment in CLL patients
may play key dual role for T cell physiology, functioning not only as a chemoat-
tractant but also as a costimulatory factor for activated T cells.
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INTRODUCCION

El carcinoma de células claras renales (CRCC) es el mas comun de los
tumores renales y se asocia conmutaciones del gen supresor tumoral Von
Hippel- Lindau (VHL). El carcinoma de células renales (CCR) representa el
3% de los tumores del Adulto y el 95% de las neoplasias malignas del rifdn.
Aproximadamente al 40% de los pacientes que se les practica la reseccion
quirurgica, desarrollan metastasis. Debido al incremento en la deteccion de
tumores, con el uso de técnicas de imagen no invasiva, se encuentran un
numero creciente de CCR incidentales. En el afio 2004 la Organizacion
Mundial de la Salud [l report6 tres subtipos histolégicos principales de CCR:
Células claras, el cual se desarrolla en las células del tubulo proximal (80-
90%), papilar (10-15%) y cromdéfobo (4-5%).El CCR es considerado uno de
los tumores mas vascularizados [21, esto es debido aalteraciones en gen
supresor del tumor Von Hippel Lindau (VHL). El gen VHL esta inactivo
por hiper-metilacion o mutacion en el 75% de los tumores a células claras
del CCR. La pérdida de funcionalidad de VHL produce la estabilizacion del
factor de transcripcion inducible por hipoxia (Hif alfa) y el aumento de la tran-
sactivacion de sus genes diana, entre ellos VEGF, implicando la expresion
de una serie de proteinas relacionadas con la hipoxia tumoral, entre ellas
HIF-1 a, EPO y EPO-R

Via del VHL-HIF-EPO:.EI microambiente del tumor es generalmente
hipdxico, lo que conlleva la

activacion de vias de supervivencia en este estado. Una forma que le
permite sobrevivir a la hipoxia es la activacién de los Factores Inducibles

[34]
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por Hipoxia (HIFS). Este factor tiene dos subunidades HIFa y HIF, ambas
se encuentran activadas en hipoxia. Cuando el gen VHL esta mutado, su
forma activa no se puede unir a la E3 ubiquitinaligasa y no forma el comple-
jo con HIFa. Por lo que HIFa no se degrada y se introduce al nucleo celular
activando genes inducibles por hipoxia (Fig 1). Asi regula la angiogénesis
como también la proliferacion y la metastasis[3l. Uno de los genes inducibles
por hipoxia es la Eritropoyetina (EPO) como también el VEGF, PDGF, TGF
alfa, el Receptor de quimioquina 4 y la anhidrasa carbénica “l.

Functional VHL VHL Mutations

VHL s viL |
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TR m—f =
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Figura 1: Esquema de sefnalizacion del gen VHL WT y mutado (Morais y col.
2013)

Angiogénesis: La angiogénesis, definida como la formacion de nuevos
vasos sanguineos a partir del endotelio existente, es un proceso complejo
mediado por la interaccion entre células tumorales, endoteliales y la matriz
extracelular. Esta neo-vascularizacién estad mediada principalmente por
una alteracién en el balance entre factores pro y anti angiogénicos. Por lo
tanto, actualmente esta perfectamente establecido que la angiogénesis es
esencial para la invasion y metastasis de las células tumorales. Numerosos
estudios han demostrado una fuerte relacion entre el grado de angiogéne-
sis y la progresién y metastasis en el CCR [5l. El potencial metastasico
del CCR se correlaciona directamente con el nivel de expresion de factores
pro-angiogénicos que incluyen VEGF, el factor de crecimiento fibroblastico
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basico (bFGF), el factor de crecimiento placentario (PIGF), el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), las interleuquinas 6 y 8, el
factor de crecimiento epidermal (EGF) y sus receptores. La neoangiogénesis
es determinante del crecimiento y la metastasis tumoral, por lo que se le atri-
buye importante valor prondstico y terapéutico. En este proceso intervienen
entre otras moléculas: VEGF, su principal receptor en las células endoteliales
VEGF-R2 y PECAM-1 (CD31), molécula de adhesion presente en muchas
células sanguineas y componente de uniones endoteliales en los capilares.

A pesar de los avances en el tratamiento de CRCC con terapias anti-
angiogeénicas, todavia hay controversias con respecto a la expresion de sus
targets en las células tumorales y en los componentes de la microvasculatura
en el microambiente tumoral hipoxico.

OBJETIVO

El objetivo de este estudio fue investigar el patrén de expresion de
moléculas relacionadas con la hipoxia y angiogénesis tumoral: HIF1-q,
EPO, EPO-R, VEGF, su receptor (VEGF-R2) y PECAM-1 (CD31) en mues-
tras de tejido tumoral de CRCC (core y zona adyacente) a través de estudios
multiparamétricos.

MATERIALES Y METODOS

Muestras: Secciones de tejido tumoral y distal normal de pacientes
sometidos a nefrectomia radical (n=12) provenientes del Servicio de Uro-
logia del Hospital J.R.Vidal de Corrientes. Secciones de tumores renales
de 5 um, fijadas, embebidas en parafina y tefiidas con hematoxilina/eosina,
fueron evaluadas en el Servicio de Anatomia Patologica del Hospital J.R.
Vidal de la ciudad de Corrientes. Para la evaluacion de factores anatomicos
con implicacién prondstica y estadificacion del CCR, se utilizé la clasifi-
cacion TNM del 2002 recomendada por la UICC (Union for International
Cancer Control). Los factores pronoésticos histolégicos evaluados fueron la
graduacion nuclear de Fuhrman y el subtipo histolégico de acuerdo a la
clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Ademas, se
incluyo informacion referente a datos clinico-patoldgicos tales como sexo,
edad y tamano del tumor. No se incluiran otros factores de riesgo que
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involucren la historia clinica del paciente. El consentimiento informado
fue obtenido de acuerdo a la declaracion de Helsinki (2008) en todos los
pacientes, contando con la aprobacién del Departamento de Investigacion
del Hospital J.R. Vidal y el aval de la Secretaria de Ciencia y Tecnologia de
la Facultad de Medicina-UNNE.

Inmunohistoquimica: Secciones de 4 ym de tejido CCR fueron
incluidas en parafina. Secciones de 4 um fueron colocadas en portaobjetos
silanizados, pasadas por xileno y concentraciones decrecientes de etanol a
través de procedimientos standares. El desenmascaramiento antigénico se
realizé utilizando buffer citrato 0.01 M en 4 ciclos de 5 min en microondas.
Luego, las secciones fueron tratadas con H202 al 3% en metanol inhibir
la actividad de peroxidasa endoégena. Las muestras fueron bloqueadas
utilizando suero normal de caballo (HS) al 10% en buffer fosfato (PBS)
durante 30 minutos. Posteriormente, las secciones fueron incubadas con los
anticuerpos primarios en camara humeda a 4°C durante la noche.

Anticuerpos primarios utilizados: EPO (H162); EPO-R (H-194 Santa Cruz
Biotechnology,USA)

dilucién 1:100; Bcl-xL (Cell Signaling Technology, USA) dilucion 1:300;
VEGF (C-1, Santa Cruz Biotechnology, USA); VEGF-R2 (Cell Signaling Tech-
nology ) dilucion utilizada 1:100 y anti PECAM-1 (M-20, Santa Cruz Biotech-
nology, USA), dilucién 1:50.

Para el revelado se utilizé el sistema biotina-avidina-peroxidasa, Kit
LSAB (Dako Cytomation) segun las instrucciones del fabricante. Para visua-
lizar la inmunomarcacion se utilizé el Kit DAB/H202 (Invitrogen) y se utilizd
la tincion con hematoxilina como colorante de contraste tifiendo los nucleos.

Evaluacion de lalnmunomarcacién: La intensidad del tefido fue
evaluado como negativo (0), Leve (+) y Fuerte (++).

Western Blottings: Muestras tumorales CCR como las de secciones
distales de las nefrectomias se homogenizaron para la obtencion de extrac-
tos citosdlicos y nucleares segun metodologia previamente descripta (6). Las
proteinas (20-40 ug) fueron fraccionadas por SDS-PAGE (7-12% dependien-
do del PM de la proteina a detectar) y fueron electrotransferidas a membranas
de nitrocelulosa que se incubaron con los anticuerpos primarios especifi-
cos: EPO-R (M-20) y EPO (H-162) (Santa cruz Biotechnology,USA); HIF-1a
(Novus Biological) diluidos de acuerdo a la maxima sensibilidad ajustada
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para su deteccion (1:200-1:500). Se us6 B actina (Sigma) como control inter-
no. Posteriormente, se incubaron con los anticuerpos secundarios espe-
cificos conjugados con peroxidasa de rabano (Jackson Immunoresearch
Inc. USA). Los inmunocomplejos se revelaron con el Kit Opti4CN (BIO-RAD,
USA) y fueron analizados con el software Scién Image (NIH).

Deteccion de Apoptosis in situ: Se utilizo la técnica de TUNEL in situ
de acuerdo a los procedimientos incluidos en el Kit Apop Tag (Roche Co) El
calculo del indice apoptotico se realizaron como ha sido previamente des-
cripto (2).

Extraccion de ARN y retrotranscripcion (RT):

Para el aislamiento del ARN total, se utilizé el reactivo comercial Trizol
Reagent siguiendo indicaciones del fabricante y se cuantificé utilizando un
espectrofotometro. La integridad del ARN se analizé por observacionen U.V.
de las bandas caracteristicas en electroforesis en geles de Agarosa tefidos
con Gel RED. Una vez aislado, cuantificado el ARN y analizado la integri-
dad del ARN, se procedié a la retrotranscripcion del mismo utilizando una
mezcla de reaccion compuesta por una solucion tampon (Tris-HCI 7,5mM
pH 9; KCI 5mM; (NH4)SO4 2mM; MgCI2 3mM), y los reactivos comercia-
les (Promega): RNasin, como inhibidor de RNasas (20 unidades), cebadores
hexameros con secuencias aleatorias (random primers) (5pmoles), la retro-
transcriptasa MMLV (200 unidades), dNTPs (0,2mM), asi como 2ug de
ARN. Para las PCR cualitativas se agregé DTT (5mM) para evitar la for-
macién de estructuras secundarias fueron previamente desnaturalizados
a 72°C por 10 minutos.La reaccién de RT se llevé a cabo a 37°C por 60
minutos, seguidos de 5 minutos a 95°C para inactivar la retrotranscriptasa.
Posteriormente, 5ul de cada retrotranscripto fue utilizado como matriz para
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

PCR cualitativa

Los retrotranscriptos obtenidos en el apartado anterior son utilizados
para la PCR cualitativa. Para ello, utilizamos una mezcla de reaccion com-
puesta por una solucion tampoén (Tris-HCI 7,5mM pH 9; KCI 5mM; (NH4)
S04 2mM; MgCI2 1mM), y DNA polimerasa (1 unidad) y dNTPs (0.4mM).

Los cebadores especificos fueron utilizados a una concentracion final de
0.4mM. La amplificacion se realizé con un ciclo inicial de desnaturalizacion a
94°C por 7 minutos, seguido de 35 ciclos de amplificacion, cada uno de los
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cuales consté de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a la temperatura de los
primers que se utilizaran y 30 segundos a 72°C. Finalmente un ciclo de 7 minu-
tos a 72°C. La amplificacién de los genes especificos, se analizé por migracion
del DNA en geles de agarosa al 2% tefiidos con GEL RED.

RESULTADOS

Figura 1. Evaluacion histopatoldgica (tincion H/E) de rifidn conservado y tumor renal
de células claras. a) Imagen ilustrativa de rifidn conservado. b) Imagen llustrativa de car-
cinoma renal de células claras. Se observan éstas células constituidas en grupos con
disposicion alveolar acompafiada de hemorragia y pequefios focos de necrosis (100x).

Tabla 1.ParametrosClinicopatologicos depacientes concarcinomadecélulas renales
(CCR)(n=12)

Paciente | Sexo | Edad Estadio Nefrectomia | Tamafno | Grado Nuclear Tipo celular

N° (Afos) | patoldgico | (lzq.oDer.) | deltumor (Fuhrman)
(cm)

1 F 55 \% Izquierda 10x9 3 Cel. Claras
2 M 58 Ib Derecha 5x4 2 Cel. Claras
3 M 50 Ib Derecha 4,8x4 1 Cel. Claras
4 M 67 Ib Derecha 5,5x4 2 Cel. Claras
5 F 46 Ib Izquierda 7x6 2 Cel. Claras
6 M 75 Ib Derecha 4,5x3 2 Cel. Claras
7 F 47 Ib Izquierdo 6x7 1 Cel. Claras
8 M 49 Il Izquierda 7x5 2 Cel. Claras
9 F 44 la Derecha 9x5x3,5 2 Cel. Claras
10 F 65 1] Derecha 7,2x5x6 3 Cel. Claras
11 M 68 1] Izquierda 6x6x5 2 Cel. Claras
12 M 69 Il Izquierda 6x6 2 Cel. Claras
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EVALUACIONDELAEXPRESION DEEPO-R

P e I

negativo. Expresion citoplasmatica (b) leve y (c) fuerte de Epo-R (H-194, Santa Cruz
Biotechnology).

Tabla 2. Expresion inmunohistoquimicadeEpo-Renpacientes conCCR.

Tipo tumoralExpresién de Epo-R

0 + ++
Total
n % n % n %
CRcc 3 239 6 50.1 3 26 12

CRcc (Carcinoma renal de células claras)

Od3

Normal

d-0d3

— — — e . e

Figura 3. Analisis por Western Blotting de la Expresion de Epo y Epo - R en CCR
vs seccion distal normal del rifion conservado de 10 pacientes.
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Figura 4. Expresion de EPO-R. PCR convencional con primers especificos para
la expresién de Epo-R en muestras tumorales renales (B) y los correspondientes
tejidos normales (A)

EVALUACION DE LA APOPTOSIS/PROLIFERACION

R

ﬁ
e,
@
e
’.a
?

. W £ .
.t v
léig LR g ._":e"
";x""" Tl 2230
@

EAERCET L .

Figura 5. Expresion de Bel-xL en el carcinoma de células renales (CCR). (a)Control
negativo. Expresion citoplasmatica (b) leve y (c) fuerte de Bel-xL .

Tabla 3. Expresion inmunohistoquimica de Bcl-xL en pacientes con CCR.

Tipo tumoralExpresion de Bcel-xL

0 + ++
Total
n % n % n %
CRcc 4 455 3 1841 5 36.4 1

CRcc (Carcinoma renal de células claras)
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claras. A) Imagen ilustrativa de control negativo. B) Imagen ilustrativa de una mues-
tra de CRCC. Se observan células TUNEL + con cromatina condensada o cuerpos
apoptoticos. (400x).

EVALUACION DE LA HIPOXIA Y LA ANGIOGENESIS

CHts

L-dIH

Figura 7. Analisis por Western Blotting de la Expresion de HIF-1a en CCR vs
seccion distal normal del riidn conservado de 10 pacientes.

a) b)

Figura 8..IHQ de VEGF en el carcinoma de células renales (CCRC). a) Tejido
adyacente tumoral y b) Core CCRC (x100 y x400 respectivamente)
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Figura 9. IHQ de VEGF-R2 en el carcinoma de células renales (CCRC). (a) Tejido
adyacente tumoral yb) Core de CCRC (x100 y x400 respectivamente).

Figura 10. IHQ de PECAM-1 (CD-31) en el carcinoma de células renales (CCRC).
(a) Tejido adyacente tumoral y b) Core de CCRC (x100 y x400 respectivamente).

CONCLUSIONES

En nuestra cohorte de pacientes con CCRC hemos hallado:

* Incremento en la expresion del HIF-1 a asociado a la hipoxia tumoral.

* Altos niveles de expresion del par Epo/Epo-R en la totalidad de las
muestras estudiadas por Western Blotting.

»  Patrones diferenciales de expresiéon de Epo-R por Inmunohistoquimica
(citoplasmica difusa yperimembranosa).
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* Alto porcentaje de muestras con moderada e intensa inmunoreactivi-
dad para Bcl-xL, poniendo de manifiesto el fendmeno de supervivencia
tumoral.

* Un incremento del IA asociados con una mayor graduacion de Fuhr-
man, esto puede deberse a que células tumorales hiperproliferativas
serian mas susceptibles a la apoptosis pudiendo estar implicada en la
progresion del CCRC.

+ El aumento de expresion de HIF se asocid con la sobreexpresion de
VEGF y VEGF-R2 , y por lo tanto, promueve la neoangiogénesis tumoral

*  VEGEF presenta un patrén citoplasmico difuso en zonas periféricas del
tumor y un patrén mixto citoplasmico /membranoso en el core tumoral.

*  VEGF-R2 exhibe leveinmunomarcacién membranosa en zonastumora-
les adyacentes limitado a células endoteliales, e intensa tincion citoplas-
mica en el core del CCRC.

+ PECAM-1 exhibe una marcada inmunomarcacion en el core tumoral
con respecto a zonas adyacentes indicando el incremento de la micro-
vasculatura.

* Los patrones de VEGF, VEGFR-2 y PECAM-1 fueron similares en todas
muestras estudiadas y nopudieron correlacionarse hasta el momento
con los parametros histopatoldgicos vy clinicos.

Estos datos sugieren que la expresion de HIF-1 alfa, EPO y EPO-R
juegan un importante rol en la tumorigénesis del CCRC, indicando que EPO
podria actuar como un factor de crecimiento de tipo autdcrina en este tipo
de tumores. Ademas, este estudio brinda nuevos aportes acerca de la locali-
zacioén de Epo y Epo-R en CCR

Adicionalmente, se brindan nuevos aportes acerca de la localizaciéon de
VEGF, VEGF-R2 y PECAM-1 en la neovascularizacion del CRCC, restando
ampliar la casuistica para correlacionar estos patrones de expresién con
parametros clinico-patolégicos de progresion tumoral para optimizar la tera-
pia antiangiogénica.

ABSTRACT
Sporadic clear cell renal cell carcinoma (CCRCC) has a poor prog-

nosis and an unpredictable course, since is highly resistant to conventional
treatments.
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The aim of this project was to investigate the expression of EPO, EPO-
R, as well as molecules involved in the hypoxia and tumour angiogenesis
(HIF-1 alpha, VEGF, VEGF-R2 and PECAM) and to analyse the relation-
ships among them.

Samples from patients from the Urology Unit of the J.R.Vidal Hos-
pital (Corrientes, Argentina) (n=12) were used for histopathology assess-
ments and immunohistochemical(IHQ) analysis using a EPO, EPO- R, Bcl-
xL, VEGF, VEGF-R2 and PECAM monoclonal antibodies. Detection were
performed with biotin- avidin peroxidase complex method and DAB /H202 .

EPO and EPO-R were also studied by Westernblottings (WB) and RT-
PCR. Apoptosis were confirmed by

TUNEL in situ assay. EPO-R was detected by IHQ in78% of CCRCC,
the intensity of membranous immunostaining was categorized as either: 0
(no signal) 23.9%, 1+ (weak) 50.1% or 2+ (strong) 28%. EPO-R mRNA was
enhanced in CCRCC compared to distal renal samples. RT-PCR of EPO-R
and EPO showed co- expression in most of the CCRCC homogenates by
immunoblottings.

Bcl-xL revealed different grades of cytoplasmatic expression: 1+ (18.1
%) and strong 2+ signal (36.4%); revealing a correlation between EPO-R
expression and cell survival.HIF alpha-1 was overexpressed in all samples
revealing tumor hypoxia.

TUNEL positive cells correlated with high Furmahn’s nuclear grading sys-
tem and stages of TNM system. This study showed different patterns of VEGF,
VEGF-R2 and PECAM comparing the peripherical to the core sections of
CCRC.

This study confirms that the EPO-EPO-R system is related to the hypox-
ic tumor microenvironment and the triggering of neovascularization. More-
over, this is the first study to demonstrate differential VEGF and VEGF-R2
locations in the peripheries and the core of CCRCC samples.

However, more casuistic is needed for establishing tumor progression
related to clinic pathological characteristics. Also, future studies should aim
at answering the question of whether different patterns of immunoreactivity of
the angiogenic molecules might help select patients for different approaches
of VEGF targeted treatment.
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TROPOYETINA Y DEL INDICE APOPTOTICO EN EL CARCINOMA
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2011- EVALUACION DEL INDICE DE APOPTOSIS CELULAR EN EL
CARCINOMA RENAL DE CELULASCLARAS ; ESTAMOSANTE UN
MARCADORDE CRECIMIENTO CELULAR? Espada J., Stoyanoff
T., Todaro J., Piazza M., Mansur J., Aguirre M., Brandan N. Congreso
Argentino de Urologia 2011. Jornadas Rioplatenses de Urologia 2011.
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N. Congreso Argentino de Urologia 2011. Jornadas Rioplatenses de
Urologia 2011. 2 al 4 de Noviembre de 2011. Buenos Aires, Argentina.

2012- DETERMINACION DE LA EXPRESION DEL RECEPTOR DE
ERITROPOYETINA Y DEL iNDICE APOPTOTICO EN EL CARCI-
NOMA RENAL. Stoyanoff T., Espada J., Todaro J., Aguirre M., Brandan
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N. XVIII Reuniéon de Comunicaciones Cientificas y Tecnoldgicas de la
Universidad Nacional del Nordeste. 27 al 29 de Junio de 2012.

2013- ESTUDIO DE LA EXPRESION DE MOLECULAS RELACIONA-
DAS CON LA ANGIOGENESIS EN EL CARCINOMA RENAL DE
CELULAS CLARAS. Aguirre MV., Stoyanoff T., Todaro J., Espada J.,
Zimmermann MC., Brandan NC. LVIIl Reunién Anual de la Sociedad
Argentina de Investigacion Clinica (SAIC), Reunion de la Sociedad
Argentina de Fisiologia (SAFIS)y la XLV Reunidonde la Sociedad Argen-
tina de Farmacologia Experimental (SAFE) . Del 20 al 23 de noviembre
de 2013. Mar del Plata, Argentina.

2013- EXPRESION ERITROPOYETINA (EPO) Y SU RECEPTOR (EPO-
R) EN EL ENTORNO HIPOXICO DEL CARCINOMA RENAL DE
CELULAS CLARAS. Todaro J., Aguirre MV., Stoyanoff, T., Espada
J., Mansur J., Zimmermann MC., Brandan NC. LVIIl Reunién Anual
de la Sociedad Argentina de Investigacion Clinica (SAIC), Reunion de
la Sociedad Argentina de Fisiologia (SAFIS) y la XLV Reunion de la
Sociedad Argentina de Farmacologia Experimental (SAFE) . Del 20 al
23 de noviembre de 2013. Mar del Plata, Argentina.

Dificultades encontradas en la Investigacion:
El incremento en los costos de los anticuerpos debido a la inflacion ha
impedido la adquisicion de varios de ellos, como el HIF-2 alfa y otros.



REGULACION DE LA ABSORCION INTESTINAL DE CALCIO

Lucas R. M. Brun
Laboratorio de Biologia Osea. Facultad de Ciencias Médicas. Universidad Nacional
de Rosario.

SINTESIS FINAL

La absorcion intestinal de calcio (Ca) es, como la de todos los nutrien-
tes esenciales, una funcién que debe estar perfectamente conservada. La
fosfatasa alcalina intestinal (FAi) es una enzima de membrana del enterocito
que aun no tiene un rol fisioldgico definido. Trabajos previos la relacionan a
la absorcion de nutrientes, particularmente lipidos y Ca. El objetivo de este
trabajo: 1. Investigar la absorcion de calcio in vivo en ratones knock out (KO)
del gen Akp3 que codifica a la FAi duodenal en comparacion con ratones
wildtype (WT). 2. Investigar la relacion entre el contenido de Ca dietario y
el contenido graso en ratones KO de FAi en comparacién con ratones WT.
3. Investigar la captacion de Ca en ratones KO de FAi en comparacion con
ratones WT. Para ello se emplearon ratones C57BL/6 knock out (Akp3-/-) y
wildtype. El porcentaje de absorcion de Ca in vivo se determiné al inicio y
luego de recibir dietas conteniendo diferente concentracion de Ca (normoCa
=1 g% e hiperCa = 2 g%) durante 24 semanas. Finalizado el experimento se
obtuvo el duodeno, el cual fue fijado en OCT y se realizaron cortes de 5 microé-
metros con un criostato (Microm 500 OM, Zeiss). Se colorearon con tincion
de hematoxilina & eosina para realizar un analisis histopatolégico. También
se obtuvieron los fémures para estudio de la resistencia 6sea en ensayos
biomecanicos.

La relacion entre la absorcion de Ca y la absorcion de lipidos se estudio
en estos mismos a los cuales se les registro el peso corporal cada 4 sema-
nas. También se determiné calcemia y trigliceridemia. A las 24 semanas se
realizé la eutanasia de los animales y se obtuvo el peso de los paniculos
adiposos perigonadal y retroperitoneal.

La captacion de Ca en ratones WT y KO se llevé a cabo empleando la
técnica de enterocitos aislados a través de la incorporacion de Ca como
trazador radiactivo.

[49]
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El porcentaje de absorcion de Ca in vivo a las 24 semanas y la captacion
de Ca no mostraron diferencias entre los grupos. A diferencia de lo esperado
en funcion de trabajos previos tanto la absorcion in vivo como la captacion de
Ca en enterocitos aislados no mostro diferencias significativas. Esto podria
deberse a que los ratones son KO de una de las isoenzimas de FAi localizada
exclusivamente a nivel duodenal, pero no lo son de la isoenzima de FAi que
se localiza a lo largo de todo el intestino. La sobreexpresion de ésta ultima a
nivel duodenal podria ser el motivo por el cual no se observo el efecto espe-
rado en este proyecto. Otro motivo podria ser que los experimentos previos
fueron llevados a cabo en ratas y ahora en ratones. Se debera hacer nuevos
estudios en ratones para confirmar estos hallazgos.

No se hallaron diferencias en la resistencia 6sea entre las diferencias
dietas en los ratones WT ni en los ratones KO. Solo se observo una tendencia
de incremento en la fuerza de fractura y la energia absorbida a nivel del cuello
femoral entre los grupos WT normoCa y KO hiperCa. Se debera realizar un
analisis del contenido de Ca en hueso y Ca en orina para tener datos concre-
tos del balance de Cay obtener conclusiones al respecto.

En los ratones WT se observé un menor incremento de peso corporal en
el grupo alimentado con dieta hiperCa respecto de los alimentados con dieta
normoCa. En los ratones KO no se observo diferencia en el incremento de
peso en funcién de la dieta administrada. Se observé menor grasa corporal
(perigonadal + retroperitoneal, mg/g peso corporal) en los ratones WT hiper-
Ca respecto a los WT normoCa. Si bien es una tendencia no significativa,
dicha disminucion no se observo en los ratones KO. El menor incremento de
peso corporal debido a la dieta hiperCa en los ratones WT podria deberse a
un menor contenido de grasa corporal. Dado que este efecto no se observo
en los ratones KO, la FAi participaria en la modificacién del peso corporal
mediada por el Ca dietario.

Los ratones WT mostraron las caracteristicas histopatoldgicas habitua-
les sin diferencias por la diferencia de Ca en la dieta. En los ratones KO nor-
moCa se observaron cambios histopatoldgicos leves, mientras que el grupo
KO hiperCa fue donde se detectaron mayores cambios. Se observé disminu-
cion en el numero y la altura vellositaria, con ensanchamiento de las mismas.
Los quiliferos centrales se presentaron dilatados. Las criptas se observaron
atréficas, con disminucion franca de su luz. En el estroma se notd disminucion
de las poblaciones celulares, tanto conectivas como inmunocompetentes.

Dado que en todos los animales KO se detecto atrofia vellositariay criptica,
mas evidente en los que recibieron la dieta hiperCa, la FAi ejerceria, directa o
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indirectamente, algun efecto trofico sobre la mucosa. Dado que las bacterias
intestinales estimulan la proliferacion celular epitelial-conectiva y linfocitaria,
la falta de FAi que contribuye en el mecanismo de defensa contra las bacte-
rias, frenaria la traslocacion de productos bacterianos causando la hipotrofia
mencionada. También se podria esperar que los hallazgos en los animales KO
sean consecuencia del mayor contenido de calcio en el enterocito (de conocido
efecto tdxico). La mayor afectacion en el grupo KO que recibio dieta hiperCa se
explicaria por el efecto toxico del Ca, efecto que no se observo en el grupo con-
trol que recibié la misma dieta hiperCa lo que apoyaria la hipétesis de que la FAI
participaria en la regulacién de la absorcion intestinal de calcio. Sin embargo,
dado que no se observaron diferencias en la absorcion de Ca ni en la captacion
del cation, esto no puede ser confirmado.

SUMMARY

Intestinal absorption of calcium (Ca) is essential. Intestinal alkaline phos-
phatase (IAP) is an enzyme of enterocytes without defined physiological role.
Previous work related to the absorption of nutrients, particularly lipids and
Ca. The aim of this work was to investigate the role of IAP in Ca absorp-
tion. We used knockout mice (Akp3-/ -) and wildtype. The percentage of Ca
absorption in vivo was determined at baseline and after receiving diferents
diets for 24 weeks: normoCa (1 g%) or hiperCa (2 g%). Once the experiment
was performed histopathology analysis to evaluate the duodenum and bone
strength was performed in femurs. Body weight was recorded every 4 weeks.
We determined serum calcium and triglycerides and weight of the fat pads. Ca
uptake was carried out in isolated enterocytes.

The percentage of in vivo Ca absorption and Ca uptake showed no dif-
ferences between groups. No differences in bone strength were observed
between WT groups or KO groups. Only a trend of increase in fracture force
and energy absorbed at the femoral neck between normoCa WT and KO
groups hiperCa was observed.

In WT hiperCa mice showed a smaller increase in body weight compared
with WT normoCa. In KO mice showed no difference in weight gain according
to the control diet. Lower body fat was observed in WT hiperCa compared
with WT normoCa.

WT mice showed typical histopathologic features without differences by
the diet administered. In KO normoCa mice mild histopathological changes
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were observed while hiperCa KO group showed decrease in the number and
villous height, with widening of the villous, atrophic crypts with reduced light
and decrease the cell populations in the stroma.



ROL DE LA INFLAMACION SISTEMICA EN LA PATOLOGIA
GENERADA POR TUMORES MURINOS

Juan Bruzzo Iraola
IMEX-CONICET, Academia Nacional de Medicina de Buenos Aires

RESUMEN

La asociacion entre cancer e inflamaciéon en un 6rgano o tejido se
encuentra sélidamente establecida. En efecto, se sabe que ciertos tumores,
tienen una mayor probabilidad de originarse en sitios de inflamacion croéni-
ca y que procesos inflamatorios locales pueden acelerar el crecimiento de
tumores preexistentes en animales y seres humanos. Por otro lado, la rela-
cion entre cancer e inflamacion sistémica no ha sido particularmente estudia-
da. En este trabajo, demostramos que durante el crecimiento de 4 tumores
murinos, de diferente origen, estirpe histolégico e inmunogenicidad y de un
tumor humano creciendo en ratones nude, se generaron 2 picos temporal-
mente separados de inflamacion sistémica. El primer pico fue relativamente
pequefio y transitorio ya que fue detectado durante la primer semana luego
de la inoculacion del tumor. Tal vez represente, en parte, una respuesta del
organismo al trauma mecanico de la inoculacion de elementos extrafios, ya
que la inoculacion de fibroblastos murinos normales también produjo una
manifestacion de inflamacion sistémica, aunque menor, que la observada
después de la inoculacion de células tumorales. Por otro lado, el inicio del
segundo pico de inflamacién sistémica fue observado cuando el volumen
tumoral fue mayor que 500 mm y coincidente con el inicio del crecimiento
exponencial de cada tumor. Este segundo pico de inflamacion sistémica fue
significativamente mas prominente que el primero y su intensidad aumento
en relacion directa con el incremento de la masa tumoral. Estos resultados
sugieren que la inflamacién sistémica podria ser un fenédmeno general de
la patologia neoplasica y su importancia se puso de manifiesto en el hecho
de que, en nuestra coleccion de tumores, se observo, sorpresivamente, una
correlacion directa entre la magnitud de la inflamacion sistémica generada
por cada tumor y su agresividad, correlacién que no se observo con la capa-
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cidad de generar metastasis. Esto indica, al menos en los tumores analiza-
dos por nosotros, que la capacidad de generar una potente respuesta infla-
matoria sistémica, produce mas efectos deletéreos sobre el organismo que
la propia capacidad metastasica, disminuyendo de este modo la sobrevida.
En este sentido, se encontré gran infiltracion de neutrdfilos y alteraciones
estructurales en diferentes 6rganos, que son compatibles con disminucién y
aun pérdida de funcion, independiente de la capacidad metastasica de cada
tumor. La inflamacién sistémica generada por el tumor exacerba el propio
crecimiento tumoral estableciendo un circuito de retroalimentacion positivo
entre ambos. Ademas, la disminucion de las manifestaciones de inflamacion
sistémica mejoro los efectos anti-tumorales obtenidos con quimioterapia y
radioterapia, aunque estos resultados fueron relativamente modestos. Esto
se debe a que el tumor cuando supera los 1500 mm, comienza un crecimien-
to exponencial, generando un fendmeno de inflamacion sistémica progresi-
Vo, a pesar de que se continian administrando las drogas anti-inflamatorias,
que hasta ese momento habian sido bastante efectivas para limitar la nacien-
te inflamacion sistémica y para retardar el crecimiento tumoral. En cambio, un
excelente resultado terapéutico fue alcanzado cuando se realizo el tratamien-
to anti-inflamatorio junto con la escisidn quirirgica de tumores > 2000 mm .
En este caso, la eliminacién quirurgica de la fuente principal de inflamacion
sistémica y de posible refractariedad, permitié al tratamiento anti-inflama-
torio tener muchas mas chances de actuar, contra la inflamacion sistémica
residual, pero aun deletérea, que perdura al menos 2 semanas después de
la extirpacion del tumor. Si esta condicion inflamatoria sistémica fuera una
caracteristica distintiva de muchos canceres avanzados, un conocimiento
mas preciso de los mecanismos por los cuales esta inflamacion sistémica
promueve el crecimiento tumoral y produce multiples dafios en el organismo
y la busqueda de sustancias anti-inflamatorias mas efectivas y con menores
efectos adversos, serian muy importantes para complementar y mejorar las
terapias actuales contra el cancer.

Palabras clave: cancer, inflamacién sistemica, inmunosupresion,
caquexia, quimioterapia, radioterapia

ABSTRACT

The link between cancer and inflammation in an organ or tissue has
firmly been established on the basis that cancer tends to occur at sites of
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chronic inflammation and that local inflammatory processes can accelerate
the growth of preexisting tumors in both animals and human beings. In con-
trast, the relationship between cancer and systemic inflammation has been
less studied. In this work, we demonstrated that during the growth of 4 murine
tumors of different origin, histological type and immunogenicity and 1 human
tumor in nude mice, two temporally separate peaks of systemic inflammation
were detected. The first peak was relatively small and transient detected dur-
ing the first week after tumor inoculation. It probably represented, at least in
part, the response of the organism to the mechanical trauma of inoculation
of foreign bodies, because the inoculation of normal fibroblasts produced a
rather similar manifestation of systemic inflammation than that observed after
the inoculation of tumor cells. On the other hand, the onset of the second peak
was observed when the tumor was 500 mm, coincidental with the beginning
of the exponential tumor growth. This second peak of systemic inflamma-
tion was significantly more prominent than the first one and its magnitude
increased progressively in parallel with the increase of tumor mass. These
results suggest that systemic inflammation could be a general phenomenon
of neoplastic pathology and its importance became manifest in the fact, that
in our tumor collection, was observed, surprisely, a direct correlation between
the magnitude of systemic inflammation generated by each tumor and its
aggressiveness. On the other hand tumor aggressiveness did not correlate
to the tumor’s ability to disseminate or metastasize, suggesting that the mag-
nitude of systemic inflammation rather than the metastatic ability produce
more deleterious effects in the organism, diminishing survival. In fact, was
observed a large number of PMN and damage in tissues and organs, that
are compatible with impair function, indepently of tumor’s metastatic abil-
ity. The systemic inflammation generated by tumor enhance tumor growth,
establishing a positive feedback between both. In addition, the attenuation of
the manifestations of systemic inflammation improves the anti-tumor effects
obtained with radiotherapy and chemotherapy. However, this results were
relatively modest. This is probably due to the fact that when tumor surpass
1500 mm, begins an exponential growth, generating a systemic inflammation
which magnitude increase progressively, even though the continue inocula-
tion of the anti-inflammatory drugs. Instead, an excellent therapeutic result
was obtained when the anti-inflammatory treatment schedule was combined
with surgery. In this case, the surgery eliminated the main source of systemic
inflammation and in consequence an anti-inflammatory treatment had a bet-
ter chance to act against the residual, but still deleterious, systemic inflamma-
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tion. If a systemic inflammatory condition were a hallmark of many advanced
cancers, a more accurate knowledge of the underlying mechanisms by which
systemic inflammation promotes tumor growth and produces multiple delete-
rious effects on the organism and the search for new more effectives and with
lesser side effects anti-inflammatory factors will help to design new strategies
to complement and to improve the current therapies against cancer.

Key words: cancer, systemic inflammation, immunosuppression,
cachexia, chemotherapy, radiotherapy



ROL DE LOS RECEPTORES ADRENERGICOS EN MODELOS
TUMORALES Y NO TUMORALES DE MAMA HUMANA

Ariana Bruzzone, Lucia Gargiulo, Ezequiel Rivero, Sabrina Copsel, Carlos
Davio e Isabel Luthy
Laboratorio de Hormonas y Cancer, Instituto de Biologia y Medicina Experimental
(IByME)-CONICET

INTRODUCCION

El cancer de mama es el mas frecuente entre las mujeres y el segundo
tipo de cancer mas comun considerando ambos sexos .

Durante una situacion de estrés, el sistema nervioso induce la libera-
cion de las catecolaminas enddgenas, epinefrina y la noreprinefrina . Niveles
plasmaticos aumentados de las catecolaminas tienen consecuencias fisiol6-
gicas, sin embargo exposiciones prolongadas a las mismas provocan conse-
cuencias deletéreas en la salud .

Con respecto al estrés, se han asociado factores psicoldgicos con la
sobreexpresion de genes involucrados en la tumorigénesis en humanos .
Después de situaciones estresantes el riesgo de cancer de mama aumenta
al doble . Las catecolaminas tienen un severo impacto en las vias involucra-
das en la progresion tumoral por un efecto directo sobre el tumor o sobre el
microambiente tumoral como por un efecto indirecto a través del sistema
inmune .

Las catcolaminas median sus funciones a través de receptores adrenér-
gicos (RA) distribuidos en la mayoria de los tejidos. La familia de los a -RA
efializan via Gi/o, inhibiendo la adenilil ciclasa y disminuyendo los niveles
de AMP ciclico (AMPc). Los 3-RA activan la subunidad Gas, estimulando la
adenilil ciclasa y aumentando estos niveles de AMPc. El subtipo 3-RA puede
activar a Gs en ausencia de agonista, particularmente cuando el receptor se
expresa en altos niveles generando una activacion basal del receptor.

La sefalizacion de AMPc esta finamente regulada a distintos niveles
asegurando la finalizacion de las sefiales iniciadas. Entre ella se encuen-
tra: la degradacion del AMPc por enzimas que lo hidrolizan, la liberacion de
AMPc al espacio extracelular y la desensibilizacion del receptor.

La presencia de RA en mama y en tumores de mama puede ser impor-
tante para la regulacion de la proliferacion celular y para la evolucion de esta
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enfermedad ante situaciones de estrés. Trabajos previos han demostrado la
expresion de a - y B-RA funcionales en células tumorales y no tumorales de
mama humana . La estimulacién a-RA provoca un aumento de la prolifera-
cion celular in vitroy del crecimiento tumoral in vivo, mientras que la estimu-
lacion B-RA provoca una disminucion en la proliferacion celular y tumoral ,
cambios en la morfologia e induccién de la apoptosis .

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Trabajos previos muestran que las células tumorales y no tumorales
expresan a y B-RA. Evidencias sugieren una respuesta diferencial frente
a la epinefrina entre dichas células. En base a esto, planteamos que existe
una diferencia en la relacion de a y B-RA entre las lineas tumorales y no
tumorales de mama, y que el desbalance entre los mismos modifica el com-
portamiento celular.

OBJETIVOS

+ Estudiar el efecto de la epinefrina sobre la proliferacion, adhesion y
migracion en lineas no tumorales de mama humana y compararlo con
lineas tumorales.

»  Determinar la cantidad de B-RA en ambos modelos celulares.

* Analizar sila desregulacion de la expresion del §-RA es capaz de modi-
ficar estos parametros.

METODOLOGIA

Lineas celulares
Se utilizaron las lineas MCF10-A y HBL-100 (no tumorales de mama

humana) y MCF-7 y MDA-MB-231 como tumorales. Las células se cultivaron
como se describe en.
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Proliferacion celular
Se evaluo por ensayos de incorporacion de [3H]-Timidina y por ensayos
de recuento celular utilizando camara de Neubauer como se describe en.

Ensayos de adhesion

Las células se sembraron en placas de 12 celdas durante 24 hs a una con-
centracion de 1,5 x 105 células/celda y la adhesion se midié como se describe
en.

Ensayos de migracion

La migracion se evalu6 mediante ensayos con insertos de 8 uM de dia-
metro. Se sembraron 2x10 células sobre la membrana porosa, y se las dejo
adherir 4 hs. Luego, se aspird el medio y se lo cambié por medio base con el
compuesto adrenérgico a estudiar durante 16 hs. Se trataron las células con
cristal violeta 0,05% en metanol durante 10 minutos. Se contaron las células
que migraron utilizando un microscopio invertido.

Binding

La cuantificacion de B-RA se evaludé mediante ensayos de binding como
se describe en utilizando [3H]-CGP12177 y compitiendo con Isoproterenol
100nM, a 4 °C en células enteras.

Silenciamiento y sobreexpresion de receptores

Se utilizaron siRNAs descriptos previamente por. La concentracion fue
0,8 nM (para las MCF-7) y 0,4 nM (para las MCF-10A) de siRNA B2-RA o
siRNA irrelevante como control (scrambled). Para sobreexpresar el 2-RA se
utilizé un plasmido que se detalla en. Los experimentos se realizaron 72 hs
post-tranfeccion.

Medicion de AMPc
Se sembraron 1,7x10 células/celda en placas de 24 celdas y la medicion
se realizé como se describe en.

Estadistica

Los experimentos realizados se repitieron al menos dos veces con
resultados idénticos. Se utilizaron el test t Student 6 ANOVA- Dunnet o
Bonferroni .
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RESULTADOS

Proliferacion celular

En la lineas no tumorales, la epinefrina (Epi) 1 nM y 1 uM causé una
disminucion significativa de la proliferacion celular, en cambio en las lineas
tumorales, la Epi produjo un aumento de la misma (Fig.1). Los niveles uyM de
Epinefrina se generan frente a un estado de estrés agudo (26) y la concentra-
cion 1 nM para simular los niveles en un estado basal.
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Figura 1. Efecto de la epinefrina (Epi) a distintas concentraciones (1 nhf
y I uM) sobre la proliferacion celular medida porincorporacion de
[PH]-Timidina para las lineas MCF-104, HBL-100 MCF-7 y MDA-MB-
231. Los valores se expresan como porceniaje con respecto al control. *
p=0,05 ** p=0 0] por ANOVA seguido de test de Dunnet.

Para determinar el efecto de la estimulacion $-adrenérgica se incubaron
con el agonista B-adrenérgico isoproterenol 1 uM (Iso). En todas las lineas,
el Iso provocé una disminucion de la proliferacion celular (Fig.2). En el caso
de la linea MCF-10A, la disminucién de la proliferacion inducida por Iso o
Epi, se correlaciona con una diminucion de la fosforilacion de ERK1/2 (datos
publicados en).

Adhesion

Se evalu¢ el efecto de la Epi, del agonista especifico a-adrenérgico dex-
medetomidina (Dex) 1 uM y del Iso 1 uM sobre la adhesion celular (Fig.3). En
la lineas no tumorales, la Epi y el Iso causaron un aumento altamente signi-
ficativo en la adhesion celular. La Dex no tuvo efecto. Para las lineas tumo-
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rales, el Iso indujo un aumento en la adhesién celular, mientras que la Epi no
tuvo efecto. En la linea MDA-MB-23, la Dex disminuy6 la adhesion celular.
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Figura 2. Efecto del agonista f-adrenérgico Isoproterenol (Isa) 1 yMM sobre la
proliferacién celular medida por incorporacion de {3HJ-Timidina para las lineas
MCF-104, HBL-100 MCF-7y MDA-MB-231. Los valores se expresan como
porcentaje conrespecto al control. ** p<0 01 por test t Student.
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Figura 3. Efecto de la epinefrina (Epi), del agonista aradrendrgico dexmedetomidina
(Dex) 1 uMy del agonista f-adrenérgico isoproterenol (Isa) I uM sobre la adhesicn
celular. Los resultados se expresan como porcentaje de células adheridas luego de los
respectivos tratamientos en la linea MCF-10A (panel A), HBL-100 (panel B), MCF-7
(panel C) y MDA-MB-231 (panel D). * p<0.05 **p<0,0i, ***p=0,00] por ANOVA
seguido de test de Durnet.
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Migracion

Paralalinea MCF-10A, la Epi 1uMy el Iso disminuyeron la migracion celu-
lar (Fig.4). En cambio, para la linea MCF-7, la Epi 1 nM aumentd la migracion, el
Iso la disminuyd, mientras que la Dex provocé un aumento de la misma.

En la linea HBL-100 si bien no se encontraron diferencias significativas,
la Epi mostré una tendencia semejante a la encontrada en la linea MCF-10A.
El Iso disminuy6 la migracion. Para la linea MDA-MB-231, solo la Dex 1uM
logré aumentarla.
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Figura 4. Efecto de la epinefrina (Epi), del agorista a—adrenérgico dexmedetomidina
(Dex) I uM y del agorista f-adremérgicoisaprotereno! (Isa) I uM sobre la
migracién celular de la linea MCF-104 (panel A), HBL-100 (panel B), MCF-7 (panel
C)y MDA-MB-231 (panel D). Los resuitados se expresan en porcentaje con respecto
alcontrol *p=<05 **p=<00I con respecto al control por ANOVA seguido de test de
Dunnet.

Cuantificacion de receptores B adrenérgicos

En la siguiente tabla se muestran el numero de sitios de union
B-adrenérgicos por célula para ambas lineas y los sitios a-RA extraidos de
un trabajo previo . Se calculé la relaciéon de sitios /a2. La proporciéon de
B-RA/a-RA es alta para las células MCF-10A, mientras que las células MCF-
7 expresan mayor cantidad de a-RA que de B-RA.
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Sitios de union/célula MCF-10A MCF-7
B 132.000 +21.000 80.500 +5.500
[ . 19.300 £3.500 ‘ 103.062 £23.700
Relacionp /a, v 6,84 078

Cinética de producciéon de AMPc

Las lineas no tumorales producen un pico maximo de AMPc intracelular
en ausencia de MIX alos 2,5 minutos (Fig5). Las MCF-7 muestra una produc-
cion mucho menor, mientras que los niveles de la linea MDA-MB-231 no son
detectables. En todos los casos, los niveles observados de AMPc extracelu-
lar son bajos, salvo parala linea MCF-10A, lo que podria explicarse por la alta
produccién de AMPc. El contenido total de AMPc es mucho mayor, para las
lineas no tumorales que para las tumorales (Fig.6).
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Figura 5. Cinética de produccion de AMPcintray extraceldar en presencia
o ausencia de 3-isobutil-metil-xantina (MIX) para las lineas MCF-104 (pare!
A4), HBL-100 (panei B), MCF-7 (panel C) y MDA-MB-231 {pansi D)
estimuladas con isoproterencl IuhM. Los valores corresponden a pmoles de
AMPe producidos por 1,7 x 1(Pcélidas
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Figura 6. Cuantificacién total del AMPc intracelidar para las
diferentes lineas en presencia o ausencia del isobutil-metil-xantina
(MIX). Los valores se obtuvieron mediante el céloudo del drea bajo la
curva de la cingtica de produccion de AMPc por estimidacion con
isoproterenol I uMpara cada linea.

Desensibilizacion del receptor

La produccién de AMPc depende de la cantidad de receptores que des-
encadenan la respuesta y la velocidad a la cual éstos se desensibilizan, dismi-
nuyendo asi la sefal. Por este motivo, decidimos evaluar si la diferencia en la
cantidad de AMPc observada entre las células MCF-10A y MCF-7 se debia a
una diferencia en la velocidad de desensibilizacion del receptor. Se incubaron
las células diferentes tiempos con Iso en ausencia de MIX, se lavaron y se re-
estimularon con Iso 10 minutos en presencia de MIX. Se evalué la capacidad del
receptor de producir nuevamente AMPc. En la Fig.7 se observan las curvas de
produccion de AMPc total, de las cuales se estimo la vida media del receptor, la
cual no difiere significativamente entre ambas lineas.
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Figura 7. Produccidn de AMPc total porisoproterencl 1 ubMen células previamente
estimuladas durante los tiempos indicados. Los valores se expresan como pmoles de
AMPe por 1,7 x 10 céludas MCF-104 (panel A) y MCF-7 (panel B).
Cinética de produccion de AMPc con el agorista endigeno Epingfiina
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Se realizé una curva concentracion respuesta para epinefrina, en una
situacion que se asemeja a lo que ocurre durante el estrés. En células MCF-
10A, la Epi produjo un aumento concentracidon-respuesta del AMPc (Fig.8).
En cambio, en estas mismas condiciones, los valores de AMPc no se modifi-
caron para la linea MCF-7.
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Figura 8. Curve de produccidn de AMPe a concentraciones crecientes de
epinafrina para las lineas MCF-104 y MCF-7. Los valores se expresan
coma pmoles de AMPc por 1,7 x 1 células. * p=<Q 05por ANOVA segiido

de test de Dunnet,

Modulacién de la expresion del B -RA y su efecto en proliferacién, adhe-
sion y migracion

En la mama el subtipo principalmente expresado es el subtipo -RA.
Por este motivo decidimos modular la expresion de este subtipo, sobreex-
presandolo o silenciandolo, con el fin de evaluar dicho efecto sobre el com-
portamiento de la célula. Se corroboré el esta técnica por binding para cada
condicion (Fig.9).

La incorporacién del siRNA B -RA, caus6 un aumento significativo de
la proliferacion una diminucién de la adhesion y un aumento en la migracion
celular (Figura 10). En cambio, la sobreexpresion del -RA disminuye la pro-
liferacion, aumenta la adhesion y disminuye la migracion.



66 Anales 2010-2012

A MCF-10A MCF-10A

10000 480

8000

¢

£
% 297 %

2177 unido

6000 .

(DPM)

4000
< s g
- - pel 1
2000 504
= SIRNA B, I I
0
¢ ; ax 1 = SIRNAB2 pcDNA3.1
[*H}-CGP12177 libre (nM)

*Hl-copt

% Expresion [1,-RA
~n
8

B
MCF-7 MCF-7

4000 300
3 é 167 %
] 3000 b= B? o~
Eq < ™ t
=S &
£ 2000 K
ae °
3] & scrambled 5 1004
= 1000 - pcDNA3 1 o
e £ 793%

o & SIRNA B, . —

o 5 10 15

" : sc  siRNAB2 pcDNA3A p2
[H}-CGP12177 libre (M)

Figura 9 Cuantificacion de sitios § —adrenérgicos mediante el ensayo de binding en las
lineas MCF-104 (parnel A) y las MCF-7 {panel B) transfectadas con la secuencia scram bled
{sc), siRNA B peDNA3 1y el plasmido codificante para el § rRA. A la izquierda se muestran
las curvas de saturacién para cada condicién A la derecha la cuantificacion de los sitios -

RA expresada como porcentaje conrespecto al sc y al pe DNA3. 1 respectivamente.

DISCUSION Y CONCLUSION

La respuesta a la epinefrina difirid notablemente entre las lineas tumo-
rales y no tumorales. La linea MCF-10A, posee mas —RA que a2-RA. Este
hecho podria explicar la respuesta diferencial entre ambas lineas a la epin-
efrina, ligando capaz de unirse a ambos receptores con la misma afinidad .

Esto se corroboro con el uso de agonistas especificos para cada tipo de
receptor. El efecto proliferativo de los agonistas a y el aumento en la migra-
cion causado por el agonista Dexmedetomidina en ambos modelos tumora-
les concuerdan con el efecto de la Epi en este modelo, donde el balance /a
esta inclinado hacia la respuesta a-adrenérgica.
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Figura 10 Efecto del silenciamientoy la sobreexpresion del 7 RA sobre la proliferacion (paneles Ay
B).la adhesidn (paneles Cy D) y migracidn celular (B y F) de células MCFI0-A4 y MCF-7 estimudadas o
no con isoproterenol 1y en las lineas transfectadas con sc, siRNA B4 pc DNA3. I{vectar)y el plasmido
codificante parael B RA. * p<0 05, ** p<0Q ***p=0,00! por ANOVA seguido de test de Bonferrovi.

Asimismo, los agonistas (-adrenérgicos causan el mismo efecto en
cuanto a proliferacion, adhesiéon y migracion que la Epi en los modelos no
tumorales, nuevamente sosteniendo que el balance /a en estos modelos se
inclina hacia el 8.

La incorporacion del siRNA-B-RA, permitié imitar una situacion mas cer-
cana al caso de la linea MCF-7, donde hay mas sitios a que B-adrenérgicos.
El silenciamiento del B -RA en ambas lineas caus6 un aumento significativo
de la proliferacién y migracion, y una disminucion de la adhesion. Por otro
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lado, la sobre-expresion del -RA, permitié imitar una situacion mas cercana
al caso de la linea MCF-10A, incrementando la adhesién y disminuyendo la
proliferaciéon y migracion celular. Esto demuestra la importancia del 3-RA en
estos procesos.

En la transicién hacia la malignidad, la célula podria estar modificando la
relacion de los RA y de esta forma, regulando su comportamiento. En coin-
cidencia con esto, en tumores de mama de rata, la expresion del B2-RA es
inversamente proporcional al crecimiento tumoral . Estudios con muestras
humanas demuestran que los tumores mas agresivos y con peor prondstico
presentan una alta expresiéon de a-RA, mientras que los B-RA se expresan
principalmente en tumores mas benignos y con mejor pronoéstico . Resulta
interesante en el futuro, evaluar como ocurre esta desregulacion de la expre-
sion de los RA entre mama normal y tumoral.

ABSTRACT

Breast cancer is the most frequent malignancy in women worldwide. The
a - and B-adrenergic receptor (AR) pathways have been implicated in cancer
progression.

The goal of the present investigation was to compare Epinephrine res-
ponse on cell proliferation, adhesion and migration in non-tumor and tumor
human breast cell lines, and to determine the B -AR role on these effects.
Epinephrine caused an inhibition of cell proliferation in the non-tumor cells,
whereas it increased cell proliferation in the cancer cells. Isoproterenol (a
B-AR agonist), decreased this parameter in all cell lines.

In non-tumor breast cells, Epinephrine and isoproterenol increased cell
adhesion and decreased cell migration. In tumor cells, isoproterenol also
increased cell adhesion and decreased cell migration whereas Epinephrine
did not modify cell adhesion, but increased cell migration.

MCF-10A cells showed a greater proportion of 3-AR over a-AR, while the
proportion is opposite MCF-7 cells. According to it, non-tumor cells produced
more cAMP that tumor cells do.

The inhibition of B -AR expression caused a significant enhancement of
cell proliferation and migration, and a diminution of cell adhesion. Instead, 8
-AR over-expression induced a diminution of cell-proliferation and migration,
and an increase of cell adhesion.
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BUSQUEDA DE PRINCIPIOS ACTIVOS INHIBIDORES DE
BOMBAS DE RESISTENCIA A MULTIDROGAS (MDR) A
PARTIR DE PLANTAS NATIVAS DEL CENTRO DE ARGENTINA
UTILIZANDO UN MODELO DE CELULAS LINFOBLASTICAS
DE LEUCEMIA AGUDA CON SOBRE-EXPRESION DE
P-GLICOPROTEINA (P-GP).

Dra. Maria Cecilia Carpinella.
Laboratorio de Quimica Fina y Productos Naturales, Facultad de Ciencias
Quimicas, Universidad Catolica de Cérdoba. Avda. Armada Argentina 3555 (5000)
Cordoba, Argentina.

La importancia de bloquear la expulsidon de citotoxicos ejercida por la
bomba de resistencia a multidrogas (MDR) P-glicoproteina (P-gp), radica en
el rol preponderante que este efecto desempefa en el desarrollo del fenotipo
resistente que adquieren las células tumorales tras ser sometidas a trata-
mientos quimioterapicos (Su et al., 2012). Este hecho se debe a la capacidad
de esta proteina de trans-membrana de mediar el eflujo de una gran variedad
de citotdxicos no relacionados estructural ni funcionalmente entre si, impi-
diendo que estos alcancen las concentraciones intracelulares necesarias
para obtener el efecto deseado. Este fendmeno farmacolégico, constituye
una de las principales causas de fracaso terapéutico en la lucha contra el
cancer (Su et al., 2012). La importancia de bloquear la extrusion de drogas
antitumorales ejercida por P-gp no solo se limita a obtener un aumento de la
eficacia de las mismas, sino también a impedir el efecto anti-apoptético ejer-
cido por la bomba, debido a su accion inhibidora de la activacion de caspa-
sas (Miao and Ding, 2003). Esto subraya la relevancia de disefiar estrategias
racionales para su inhibicion.

Actualmente la industria farmacéutica cuenta con algunas sustancias
con estas caracteristicas, sin embargo la mayoria de estos moduladores pre-
sentan efectos no deseados tales como toxicidad o influencia negativa en la
farmacocinética de la droga anti-cancerigena. En relacién a lo expresado,
nuevas herramientas quimicas que inhiban la expulsién de anticancerigenos
sustrato de P-gp deben ser estudiadas y establecidas.

Las plantas constituyen una excelente fuente de compuestos bioacti-
vos, los cuales pueden actuar como agentes capaces de revertir la resis-
tencia mediada por la glicoproteina. Entre las posibles especies a ser estu-

[70]
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diadas se encuentran aquellas pertenecientes a nuestra flora, las cuales no
han sido aun exploradas. Trabajos previos llevados a cabo en nuestro labo-
ratorio permitieron el aislamiento de 18 compuestos con diferentes bioacti-
vidades a partir de plantas nativas y naturalizadas del centro de Argentina.
Los metabolitos obtenidos fueron: 23-metil-6-O-desmetilauricepirona (1) ,
quercetina (2) y 3-O-metilquercetina (3) (Joray et al., 2013) aislados como
antibacterianos a partir de Achyrocline satureioides. Demostrando la mis-
ma propiedad se obtuvieron, a partir de Flourensia oolepis, pinocembrina
(4) (Diaz Napal et al., 2009), isoliquiritigenin (5), 2’,4’-dihidroxichalcona (6),
7-hidroxiflavanona (7) y 7,4’-dihidroxi-3 -metoxiflavanona (8) y de Lithrea
molleoides (Z,Z)-5-(trideca-4, 7-dienil)-resorcinol (9) (Carpinella et al.,
2011; Joray et al., 2011). Como inhibidor de tirosinasa, se obtuvo, a par-
tir de Dalea elegans a 5,2",4 -trihidroxi-2"",2""-dimetilcromeno-(6,7:5",6")-
flavanona, el cual fue llamado dalenin (10) (Chiari et al., 2011). Cuatro com-
puestos con actividad antifungica fueron obtenidos de Melia azedarach, a
saber: escopoletin (11), vainillina (12), 3-metoxi 4-hidroxicinamaldehido (13)
y () pinorresinol (14) (Carpinella et al., 2005; Carpinella et al., 2003). A
partir de este arbol se aislo el tetranortriterpeno meliartenin (15) (Carpinella
et al., 2002). De Baccharis salicifolia se obtuvo apigenin (16), mientras que
ilicol (17) fue aislado de F. oolepis, ambos inhibidores de la germinacién y
del desarrollo de Raphanus sativus y Panicum miliaceum (del Corral et al.,
2012). También se evalud naringenina (18) debido a su estructura quimica
relacionada.

En primer lugar, se debieron determinar las maximas dosis no cito-
téxicas (maximas dosis a las cuales se observa una citotoxicidad igual o
menor al 20%) de cada uno de estos compuestos con el fin de ser utilizadas
en los estudios posteriores destinados a medir el efecto anti-P-gp (Joray et
al., 2012). Como limite superior de concentracion a evaluar se establecie-
ron 40 mg/mL. Los ensayos de citotoxicidad fueron realizados mediante la
técnicade MTT (Joray et al., 2011) en células K-562 obtenidas de una leuce-
mia mieloide crénica. Su derivada por sobre-expresion de P-gp, las células
Lucena-1, fueron conseguidas tras el tratamiento prolongado con doxorru-
bicina (DOX). Por otro lado se utilizaron células CCRF-CEM, provenientes
de una leucemia linfoblastica aguda cuya contraparte resistente (CEM /
ADRS5000) se logro con la adicion sostenida del mencionado quimioterapico
al medio de cultivo. El porcentaje y la selectividad de sobre-expresion de la
bomba, fue confirmado por citometria de flujo. En la tabla 1 se muestran los
resultados obtenidos.
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Tabla 1. Maxima concentracion a la cual los compuestos 1-18 presentan
una citotoxicidad < a 20%.

Concentracion Compuesto
con citotoxicidad
<a20% (mg/ml)
CCRF-CEM/ CEM/ADR5000 K562 / Lucena 1
40 escopoletin escopoletin
vainillina vainillina
7-hidroxiflavanona
ilicol
naringenina
(¢)pinorresinol
20 apigenina apigenina
ilicol 7,4'-dihidroxi-3'-metoxiflavanona
23-metil-6-0-desmetilauricepirona 23-metil-6-O-desmetilauricepirona
. ) pinocembrina
naringenina
10 dalenin dalenin
(£)pinorresinol 4-hidroxi-3-metoxicinamaldehido
quercetina isoliquiritigenina
(Z,2)-5-(trideca-4,7-dienil)-resorcinol | (Z,2)-5-(trideca-4,7-dienil)-resorcinol
5 7-hidroxiflavanona quercetina
isoliquiritigenina
pinocembrina
25 7.4'-dihidroxi-3’-metoxiflavanona 2" 4-dihidroxichalcona
4-hidroxi-3-metoxicinamaldehido 3-0-metilquercetina
3-O-metilquercetina
1.25 2" 4-dihidroxichalcona
0.3 meliartenin meliartenin

Luego de poner a punto la técnica de MTT modificada para poder deter-
minar la actividad bloqueante de la expulsién de DOX en células Lucena 1,
evaluadas en primera instancia, se estudié la capacidad de cada compuesto
para ejercer el mencionado efecto. Este ensayo se realizé también sobre
las células salvajes K562 con el objetivo de comprobar si el incremento en
la actividad de DOX se debia a una reversioén de la resistencia que permitia
su ingreso al interior de la célula y no a un fenémeno de sinergismo entre el
compuesto y el antineoplasico.

A partir de los resultados obtenidos, () pinorresinol resulté ser el mas
efectivo, disminuyendo hasta 30 veces la resistencia de las células a una
concentracién de 40 pg/mL. Concentraciones superiores (60 y 80 ug/mL)
fueron también evaluadas debido a que demostraron ser no citotoxicas (Fig.
1). Los resultados obtenidos mostraron que las mismas no provocaron una
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disminucién en el IR significativamente superior a la observada con 40 ug/mL
(33 y 32 veces, respectivamente).

El conocido inhibidor de P-gp verapamilo, logré disminuir el IR 31.8
veces a 15 ug/mL (30.5 uM), mientras que (£) pinorresinol a una concentra-
cion similar, 10 pg/mL (27.9 uM), logré disminuirlo 25.3 veces. Esto demues-
tra el nivel de eficacia del compuesto aislado. El compuesto 23-metil-6-O-
desmetilauricepirona (20 ug/mL), de Achyrocline satureioides, demostré ser
también efectivo aunque con menor potencia que el lignano.

EEEEEE.

(2)a & & = a =
¥ -

1o x - “ ™ -
Concantracin de Domarmubicing (ug/me)

Figura 1. Curvas de citotoxicidad de DOX en Lucena 1 en presencia o ausencia de
diferentes concentraciones de (z) pinorresinol (5-80 pg/mL) determinada por MTT. Se
utilizé verapamilo como control positivo. DOX= doxorrubicina, PR= () pinorresinol,
VER= verapamilo.

Con el fin de evaluar el mecanismo por el cual () pinorresinol ejerce el
blogueo de la extrusion de DOX, se realizaron ensayos de modelado mole-
cular (docking standard) utilizando un modelo de homologia basado en P-gp
de ratén embebida en una bicapa lipidica. Los resultados obtenidos indicaron
que (x) pinorresinol actué a través del bloqueo de la funcién de la glicopro-
teina, uniéndose a una serie de residuos aromaticos involucrando el vértice
de la “V” invertida que forman las alfa-hélices trans-membrana 4, 5y 6 (Fig.
2). Las energias libres de union estimadas para estos compuestos indicarian
un nivel de efectividad similar a verapamilo (inhibidor de primera generacion)
pero menor que tariquidar (inhibidor de tercera generacién, uno de los mas
potentes ensayados in vitro), utilizados como modelos (Tabla 2).
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=

Azul: (-)Pinoresinol - Naranja: (+)Pinoresinol

(-)Pinoresinol (conformero mas estable:
aminoacidos mas cercanos)

Figura 2. Aminoacidos de unién de Pinorresinol.

Tabla 2. Energias de unién y constantes de disociacion (K ) de (+) pinorresinol y (-)
pinorresinol en comparacion con moduladores de referencia.

Cluster, Pose Energia de Union (kcal mol) Ki (nM)
(+)-pinoresinol -8,20 971,88
(-)-pinoresinol -7,88 1640,00
tariquidar -12,29 0.98
verapamilo -7.60 1800,00

Los resultados obtenidos tras la realizacién del trabajo demuestran que
pinorresinol puede surgir como un prometedor agente inhibidor de la activi-
dad de P-gp, con una eficacia comparable a los productos disponibles en el
mercado. En funcién de lo descripto, el lignano puede ser administrado con-
juntamente con quimioterapicos convencionales para de esta manera poder
mejorar las terapias contra el cancer.

ABSTRACT

The importance of blocking the expulsion of cytotoxics exerted by the
multidrug resistance pump (MDR) P-glycoprotein (P-gp), lies in the main role
that this effect plays in the development of the resistant phenotype of tumor
cells subjected to treatments with conventional chemotherapeutic drugs. This
pharmacological phenomenon, represents the major reason for failure of che-
motherapy in most cancer patients, explaining the intense search for modula-
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tors of the glycoprotein. Plants, mainly those of our native flora, constitute an
excellent source of bioactive compounds, which may act as reversal agents
for the resistance mediated by P-gp, thus restoring the cytotoxicity of chemo-
therapics.

After the evaluation of 18 compounds with different bioactivities obtained
in our laboratory from native and naturalized plants from central Argentina,
the lignan (z) pinoresinol showed to be highly effective in reversing the expul-
sion of the chemotherapic doxorubicin mediated by P-gp in resistant K562
cells. This compound showed a reduction of the Resistance Index (IR) of
these cells up to 30 times at 40 mg/ml. Standard modeling studies (molecular
docking) showed that the compound affects the functionality of the pump,
binding to aromatic residues involved the apex of the inverted “V” formed by
the trans-membrane alpha-helices 4, 5 and 6.
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INTRODUCCION

La mayoria de los individuos alérgicos presentan un desequilibrio en la
respuesta inmune hacia un perfil de citoquinas Th2 que induce la produccion
aumentada de IgE y el reclutamiento de células efectoras al sitio de infla-
macion alérgica [Michail (2009), Nonaka (2008), Crestani (2007)]. Contraria-
mente, los individuos saludables favorecen la produccién de citoquinas Th1
en respuesta a los alergenos [Imada (1995)]. Aunque la etiologia exacta de
las enfermedades alérgicas permanece desconocida, algunos investigado-
res proponen que ademas de una predisposicidn hereditaria, la exposicion
ambiental puede ser un factor gatillante teniendo en cuenta que la exposicion
alos microorganismos tiene un rol crucial en la maduracion del sistema inmu-
ne. Esta propuesta concuerda con la “hipoétesis higiénica” que sugiere que la
reduccioén en el tamario familiar y en las infecciones en la nifiez ha disminuido
la exposicion a los microorganismos [Michail (2009), Yeun (2008), Guarner
(2006)]. Teniendo en cuenta que el consumo de alimentos fermentados o
de bacterias acidolacticas (probioéticos) puede inmunomodular la respuesta
inmune induciendo una mayor secrecion de IFNy [Cross (2001)], se puede
presumir que este mecanismo serviria para regular in vivo respuestas exage-
radas de tipo Th2 y por lo tanto ayudar a combatir las respuestas alérgicas.
Por lo tanto, una terapia alternativa empleando microorganismos probioticos
podria brindar una estimulacion segura para prevenir las alergias y para ali-
viar los sintomas.

En trabajos previos hemos demostrado que Enterococcus faecalis
CECT7121, cepa ambiental no patogénica, se implanta y persiste en el intes-
tino de ratones BALB/c estimulando al sistema inmune innato e induciendo
la sintesis de IL-10 e IL-12 [Sparo (2008), Castro (2007)]. Ademas, hemos
demostrado el efecto adyuvante de E. faecalis CECT7121 y su amplia activi-

[77]



78 Anales 2010-2012

dad inmunomoduladora pro-Th1 logrando efectos benéficos sobre distintos
modelos bioldgicos: * reduce notoriamente la morbilidad y mortalidad de los
ratones desafiados con dosis letal de Salmonella serotipo Enteritidis [Castro
(2007)], * reduce la mortalidad de los animales pre-tratados ip y desafiados
con una dosis letal del linfoma T murino LBC generando una respuesta inmu-
ne especifica de tipo Th1, con produccion de elevados niveles de IL-12 e IFNy
[Castro (2009)], * genera en animales inmunizados con vacuna DTPw, una
mayor respuesta celular de memoria anti-tetanica y anti-diftérica de memoria
sesgando la produccion de citoquinas hacia una respuesta de preponderan-
temente de tipo Th1 [Castro (2008)].

Recientemente, hemos estudiado el efecto de E. faecalis CECT7121 en
un modelo murino de alergia sistémica en el que los animales fueron trata-
dos intragastricamente con la cepa bacteriana antes y durante el plan de
inmunizacion sc con Ovalbumina (Ova). En ese modelo demostramos que E.
faecalis CECT7121 disminuye los niveles de IgE especifica mientras incre-
menta los niveles de IgG2a anti-Ova, disminuye la proliferacion especifica
de esplenocitos y la secrecion de citoquinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) [Castro
(2012)]. Ademas, in vivo observamos que los animales tratados con la cepa
bacteriana presentaron una reaccién de anafilaxia sistémica cutanea menos
intensa que los animales control [Castro (2012)].

En este proyecto se apunta a estudiar el posible efecto terapéutico de la
cepainmunomoduladora E. faecalis CECT7121 en el modelo de alergia sisté-
mica ya puesto a punto en nuestro laboratorio. Por otra parte, se estudiara el
potencial efecto protector de E. faecalis CECT7121 en un modelo de alergia
alimentaria.

METODOLOGIA

Efecto del tratamiento con E. faecalis CECT7121 sobre un modelo de
alergia sistémica:

»  Cultivo de E. faecalis CECT7121: E. faecalis CECT7121 fue crecido en
caldo tripticasa soya (18 h, 37°C). El sedimento bacteriano se obtuvo por
centrifugacion y posteriores lavados con PBS estéril. La suspension de
trabajo sera ajustada mediante determinacion de DO como se describio
previamente [Castro (2007)].
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Todos los estudios fueron realizados con ratones BALB/c (6 semanas
de vida) provenientes de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UBA.

Administracién de E. faecalis CECT7121: los animales recibiran por via
intragastrica (ig) 200 ul de una suspension de E. faecalis CECT7121
ajustada a una concentracion de 3.10 UFC/ml.

Inoculaciones: en paralelo en animales virgenes y tratados: los dias 0, 7
y 21 los animales recibieron por via subcutanea (sc) un volumen de 200
pl de Ovalbumina (Ova) (10 ug Ova + 1 mg AI(OH)3). Los dias 1, 2 y 3;
y los dias 12, 13 y 14 del plan, un grupo de ratones fue inoculado con la
suspension de trabajo de E. faecalis CECT7121 (ig) mientras que el gru-
po control recibié SF.

Estudios a nivel sistémico: el dia 32 post-primera inmunizacion los ani-
males fueron sacrificados para obtener muestras de suero y bazo. Se
evaluo en suero los niveles de IgG1, IgG2a e IgE especificos median-
te ELISA, en células de bazo la proliferacion linfocitaria anti-Ova por
incorporacién de H-timidina, y en los sobrenadantes de esplenocitos los
niveles de citoquinas (IL-5, IL-13, IL-10, IFNy,) mediante ELISA.

Estudios in vivo: en otros grupos de animales se evaluo la proteccion
mediante la reaccion de anafilaxia cutanea activa para lo cual los ani-
males sensibilizados y tratados con E. faecalis CECT7121 (y control)
se inocularon por via intradérmica (id) con 50 pl de Ova (1 mg/ml) en la
oreja derecha (en la izquierda se inoculé PBS como control), e inme-
diatamente después se les administrd por via intravenosa una solucién
de azul de Evans. Treinta minutos después se evalud la intensidad de
la reaccion.

RESULTADOS

Efecto del tratamiento con E. faecalis CECT7121 sobre el modelo de
alergia sistémica

El dia 34 después de la primer inmunizacion con OVA y el protocolo de

tratamiento con E. faecalis CECT7121, estudiamos parametros propios de la
respuesta inmune Th1y Th2.
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A nivel sérico determinamos los niveles de anticuerpos especificos de
isotipo 1IgG1 (propio de un perfil Th2) asi como IgG2a (Th1). Si bien no encon-
tramos diferencias significativas en los titulos de 1IgG1 anti-OVA entre los
grupos inmunizados, los niveles de IgG2a especifica fueron mayores en los
animales inmunizados con OVA vy tratados con E. faecalis CECT7121 (Tabla
1). Larelacion IgG1/1gG2a especifica fue por lo tanto, significativamente dife-
rente entre los grupos de animales inmunizados. El analisis de otro isotipo
de inmunoglobulina Th2, IgE, no arrojo diferencias significativas entre los
animales inmunizados (Tabla 1). No detectamos anticuerpos especificos en
los animales no inmunizados, tratados o no con E. faecalis CECT71721.

Tabla 1. Determinacion de los niveles de IgE, IgG, 1IgG1 e IgG2a especificos medidos
por ELISA en los sueros de los animales inmunizados con Ova tratados o no con E.
faecalis CECT7121.

SIOVA E. faecalis CECT7121/0VA
IgE anti-OVA (DO) 0.553£0.277 0.629 +0.367
IgG anti-OVA (titulo) 108988 + 15563 93561 + 12610
IgG1 anti-OVA IgG1 (titulo) 67057 + 31528 59452 + 34763
19G2a anti-OVA (titulo) 5425 + 2315* 7835 + 3709
IgG1 anti-Ova/lgG2 anti-OVA 1270+4.88* 8.26+4.08

Los datos representan las medias + SEM (n:12).* p<0.05, Student’s ¢- test

La proliferacion celular luego de la estimulacién con OVA no difirié
entre los esplenocitos de los animales inmunizados tratados con E. faecalis
CECT7121 e inmunizados no tratados (Figura 1).

Figura 1: Respuesta celular. El
dia 34 después de la primera
inmunizacion, las células esplé-
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Mas aun, después de la estimulacion especifica los esplenocitos fueron
capaces de secretar las citoquinas Th2 IL-5 e IL-13 y la citoquina regulatoria
IL-10. Sin embargo, no encontramos diferencias entre los grupos (Figura 2).

pg IL-4/ml

pg IL-5/ml

pg IL-13/ml
»

~

0
Grupo tratado con  Grupo tratado con SF Grupo tratado con  Grupo tratado con SF Grupo tratado con  Grupo tratado con SF
E faecalisCECTT121 E faecalis CECT7121 E. faecalis CECT7121

Figura 2: Produccién de citoquinas Th2. Los niveles de IL-4, IL-5 e IL-13 fueron medi-
dos por ELISA en los sobrenadantes de cultivo de las células esplénicas después de
laincubacién con medio de cultivo (RPMI) o con OVA por 72 h. Se estudiaron 5 anima-
les por grupo en cada ensayo. Los resultados son expresados como la media de los
pg/ml + SEM. *p<0.05, **p<0.01, Kruskal-Wallis seguido por el test Dunns de compa-
raciones multiples.

Luego de realizar el test de ACA, el tratamiento con la bacteria no mostré
tener efecto desensibilizante sobre los animales tratados con OVA (Figura 3).

Figura 3: Anafilaxia Cutanea Activa. Después de la inoculacion intravenosa de 50 pl
de Azul de Evans, la reaccion de ACA fue inducida por el desafio intradérmico con el
alérgeno en la oreja derecha (OVA, 1 mg/ml, 50 ul), mientras que en la oreja izquierda
se inoculé PBS como control. Los animales fueron observados después de 30 minutos
de ser inoculados. A) Grupo inmunizado control (S/OVA), B) Grupo inmunizado y tra-
tado con E. faecalis CECT7121. Las flechas indican los sitios de inoculacion con OVA.
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DISCUSION

El desarrollo de la respuesta alérgica puede dividirse en dos fases. La
primera es la fase de sensibilizacion, donde los LT CD4+ son activados y
diferenciados a células Th2 secretoras de IL-4, IL-5 e IL-13. Estas citoquinas
propias del perfil Th2 favoreceran la secrecion por parte de los LB de los iso-
tipos de inmunoglobulinas IgE e IgG1. Las células baséfilas y los mastocitos
presentan en su superficie el receptor de alta afinidad para IgE y por lo tanto
dicha Ig se une rapidamente a la membrana de dichas células. Frente a una
segunda exposicion al alergeno ocurre la fase efectora sintomatica. En esta
fase, luego de la union del alergeno a la IgE unida al FceRcl, ocurre el cross-
linking del Rc llevando a la activacion celular y la subsecuente degranulacién
de estas células con la liberacién de mediadores como histamina que genera
todas las manifestaciones clinicas de la alergia.

La bacterioterapia con microorganismos probidticos puede ser utilizada
para modular ya sea la fase de sensibilizacion asi como la efectora. La activi-
dad inmunomoduladora de las cepas probidticas sobre las respuestas alérgi-
cas asi como la ventana de tiempo en donde tienen eficacia es dependiente
de la cepa en estudio. Recientemente, nuestro grupo ha demostrado que, la
administracion intragastrica de Enterococcus faecalis CECT7121 previa a la
sensibilizacion con ovalbumina, disminuye el establecimiento de la respuesta
inmune alérgica [Castro (2012)]. El objetivo de este trabajo fue estudiar en el
mismo modelo murino de sensibilizacion, el efecto terapéutico de E. faecalis
CECT7121 en la fase efectora de la respuesta alérgica.

En este trabajo no se encontraron diferencias en los niveles séricos
especificos de las inmunoglobulinas propias de un perfil Th2, IgE e I1gG1,
entre los grupos inmunizados control o tratados con E. faecalis CECT7121.
La disminucion observada en la relacion IgG2a anti-OVA/ IgG1 anti-OVA fue
a expensas del aumento del titulo de IgG2a observado en el grupo inmuni-
zado y tratado con la cepa en estudio. El aumento de este isotipo de inmu-
noglobulina esta en linea con la ya reportada accion pro-Th1 de E. faecalis
CECT7121 [Castro (2007), Castro (2008), Castro (2010)].

Con respecto a los niveles de citoquinas, el tratamiento con E. faecalis
CECT7121 luego de la inmunizacién con OVA no logré disminuir la produc-
cion de las citoquinas estudiadas. Estos resultados concuerdan con los nive-
les de IgE especifica determinados ya que IL-4, IL-5 e IL-13 son citoquinas
implicadas en la sintesis de IgE [Levine (2010), Crestani (2007)].

El test in vivo de anafilaxia sistémica tiene importancia ya que otros
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autores trabajando con Lactococcus lactis NCC2287 en un modelo murino
de alergia alimentaria han reportado que dicho microorganismo fue capaz
de disminuir los sintomas de alergia aun cuando no se observara reduc-
cion en los niveles de anticuerpos especificos [Zuercher (2012)]. E. faecalis
CECT7121 no disminuyd las manifestaciones alérgicas. El test de ACA indico
que los animales del grupo OVA/E. faecalis CECT7121 versus el grupo OVA/
SF tenian la misma extravasacion de colorante, por lo que se infiere la misma
vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular como consecuencia
de la degranulacion de los mastocitos.

Nuestros resultados demuestran que la implantacion previa de E. faeca-
lis CECT7121 pareciera ser esencial para que esta cepa bacteriana ejerza su
efecto inmunomodulador.

Considerando nuestros resultados conjuntamente con los recientemen-
te publicados acerca del efecto preventivo de E. faecalis CECT7121 sobre
el desarrollo de la alergia [Castro (2012)], se puede concluir que esta cepa
bacteriana no es util como bacterioterapia para el manejo de las manifes-
taciones alérgicas. Nuestros resultados refuerzan la hipoétesis de que cada
cepa probidtica puede tener una accion diferencial y especializarse en inmu-
nomodular las diferentes fases de la respuesta alérgica.

ABSTRACT

In allergies, an unbalanced immune response towards a Th2 profile
with high levels of IgE is produced. We have demonstrated that the previous
administration of E. faecalis CECT7121 prevents the development of allergy
in ovalbumin-immunized mice. In this work, we evaluated whether this bac-
terium can also revert an established allergic status. Mice were immunized
with OVA and after that, were inoculated with an E. faecalis CECT7121 sus-
pension. In immunized animals, serum specific immune response, prolif-
erative activity of memory splenocytes, and levels of Th2 cytokines were
assessed. The in vivo active cutaneous anaphylaxis test was also per-
formed. The treatment with E. faecalis CECT7121 only increased anti-OVA
IgG2a levels. No differences were observed in other specific immunologi-
cal parameters. Probiotic-treatment did not prove to have any desensitizing
effect on mice. These results, together with those recently published, it can
be concluded that this bacterium would not be appropriate for the treatment
of allergic symptoms.
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IMPORTANCIA DE LAS CELULAS MADRE MESENQUIMALES
DE MEDULA OSEA EN LA REGULACION DE LOS PROCESOS

DE OSTEOGENESIS, OSTEOCLASTOGENESIS Y RESORCION
OSEA EN PACIENTES CON CANCER DE MAMA AVANZADO

Fernandez-Vallone VB, Martinez LM, Labovsky V, Bordenave RH, Feldman
L, Batagelj E, Dimase F, Rodriguez Villafafie A, Chasseing NA.
Instituto de Biologia y Medicina Experimental, Vuelta de Obligado 2490, CP 1428,
CABA, Argentina.

OBJETIVO GENERAL

Fue continuar estudiando las modificaciones que se producen en la dife-
renciacion y funcién de las células estromales mesenquimales [CEM= células
madre mesenquimales (MSC), progenitores y precursores mesenquimales]
de médula ésea (MO), en particular las relacionadas con la autorrenovacion
de las MSC, diferenciacién osteogénica y la formacioén de osteoclastos (OC),
durante el desarrollo del cancer de mama ductal infiltrante en pacientes con
estadio clinico-patolégico avanzado, previo a la cirugia del tumor, libres de
tratamiento, sin metastasis en MO y hueso, menopausicas y sin enfermeda-
des que afecten el metabolismo 6seo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para realizar los mismos se trabajé con aspirados de MO de cresta iliaca
posterior y sangre periférica (SP) de pacientes con cancer de mama (PCM) de
las caracteristicas antes descriptas y voluntarias sanas (VS, donantes para
trasplante alogénico de MO o VS pero que no poseen ningln compromiso
medular ni 6seo).

Los objetivos especificos son:

1- Continuar analizando que factores podrian ser en parte responsables
de la deficiente autorrenovacion o capacidad de clonado y del deficiente
potencial osteogénico de las CEM de MO de las PCM avanzado para dar
osteoblasto (Ob)-osteocito
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3-

a)- Completar el estudio de la expresion de Dickkopf-1 (Dkk-1) y catenina-Peta

(B catenina) fosforilada o no, en los cultivos de CEM del 1, 3 [cultivo de
CEM a baja densidad celular donde predominan las MSC-multipotenciales]
y 4 pasaje (en medio osteogénico) de MO de las PCM y VS.

Continuar analizando en PCM avanzado si la presencia del tumor modi-
fica la capacidad de diferenciacion a OC de los progenitores hemato-
poyéticos mielo-monociticos de MO y de los monocitos (CD14+) de SP.
Caracterizacion fenotipica y funcional de los OC

a)-

b)-

c)-

d)-

Completar el estudio del potencial osteoclastogénico de los progeni-
tores hematopoyéticos de MO de PCM y VS caracterizando los OC
obtenidos y analizando su funcionalidad.

La caracterizacion del OC maduro se hara evaluando la expresion
de metaloproteinasa -9 (MMP-9), tirosina quinasa c-Src y vitronecti-
na (integrina aVB3). Y la funcionalidad por su capacidad de formar y
acidificar la laguna de resorcion.

Completar el estudio del potencial osteoclastogénico de los monoci-
tos (CD14+) de SP de PCM y VS caracterizando los OC obtenidos y
analizando su funcionalidad.

Cuantificar los niveles de ligando de receptor activador para el factor
nuclear kappa B (RANKL) en los medios condicionados (MCo) de 5d
de los cultivos de progenitores hematopoyéticos mielomonociticos
de MO de las PCM y VS, asi como en los MCo de 3d de los cultivos
de monocitos de SP de ambos grupos, especificamente en los cul-
tivos donde hubo diferenciacion osteoclastogénica espontanea. De
no ser cuantificable el RANKL soluble se estudiara el mecanismo
de diferenciacion RANKL dependiente mediante bloqueo de este
factor con anticuerpo (Ac) anti-RANKL (contra un dominio presente
tanto en RANKL soluble como de membrana) y Osteoprotegerina
recombinante humana (OPGrh).

Cuantificar la presencia de preosteoclastos (POC; RANK+, CD61/
CD51+, CD11b+, c-fms+) en la MO de las PCM y VS a partir de las
células mononucleares (CMN) de MO y de las monocitos-CD14+ de
SP.

Continuar analizando si en las PCM avanzado la presencia del tumor
modifica el sistema RANKL (factor osteoclastogénico por excelencia)—
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OPG [receptor (R) soluble de RANKL soluble y de membrana] y otros
factores reguladores de la osteoclastogénesis en forma directa o indirec-
ta a través del incremento de RANKL

a)- Completar el estudio de algunos factores que regulan la osteoclastogéne-

b)-

c)-

d)-

sis, evaluando sus niveles en plasma de MO y SP de PCM y VS: RANKL,
OPG, interleuquina-7 (IL-7), IL-17, factor de crecimiento derivado de las
plaquetas-AB (PDGF-AB), factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a), factor
de crecimiento transformante-beta (TGF-B), factor de crecimiento granu-
locitico-macroéfago (GM-CSF), factor inhibidor de la migracion de macrofa-
gos (MIF), molécula de adhesidn de células vasculares de tipo-1 (VCAM-1),
molécula de adhesidn intercelular de tipo-1 (ICAM-1), proteina quimioa-
tractante de monocitos (CCL-2/MCP-1), IL-4, IL-10, interferén-gamma
(INF-y), proteina quimioatractante selectiva de Linfocitos T de memoriay
monocitos (CCL-5 /RANTES ) y galactina- 3.

Completar los estudios de la expresiéon de RANKL y OPG en los
cultivos de CEM del 1, 3 y 4 pasaje de MO de PCMy VS.

Evaluar los niveles de MMP-9 y galactina-3 en los MCo de 7 y 14
dias de los cultivos de las unidades formadoras de colonias fibro-
blasticas (1 CFU-F= 1 MSC) de MO de las PCM y VS. Asi como la
actividad gelatinolitica de MMP-9 (pro y activa).

Estudiar en células epiteliales tumorales mamarias y estromales
presentes en las biopsias de tumores primarios de las PCM estadio
clinico-patolégico avanzado (IlI-B) antes mencionadas, la presencia
de RANKL, asi como en tejido mamario no neoplasico.

INTRODUCCION

Hasta el momento no se habia descrito si anterior al desorden éseo que
implica la invasién tumoral y desarrollo de la metastasis 6seas (MTsO) en las
PCM avanzado, existe una alteraciéon del potencial osteogénico de la MSC
de MO y/o en su migracion al hueso afectado, asi como que pasa con la for-
macién de OC a partir del progenitor mielo-monocitico de MO y monocitos-
CD14+ de SP. Nosotros fuimos los primeros en observar que las MSC que
quedan en MO de las PCM en estadios avanzados, sin tratamiento, y previa
a la aparicion de MTsO, eran las de menor capacidad de autorrenovacién o
clonado para dar CFU-F [<numero de CFU-F y <tamafio/colonia, <produc-
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cion de Dkk-1 y factor derivado de células estromales tipo-1 (SDF-1), ambos
factores que favorecen la autorrenovacion de MSC], menor sobrevida (<pro-
duccién de SDF-1 y Dkk-1) y menor migracién (<produccioén de SDF-1), asi
como menor capacidad de diferenciacion osteogénica y formacion de matriz
de mineralizaciéon 6sea (aumento de Dkk-1 en el medio de diferenciacion
osteogénica) paralelo a un incremento de la diferenciacion osteoclastica de
las células hematopoyéticas de MO y de monocitos de SP de estas PCM
favorecida por un incremento de la expresion de RANKL-membrana/MSC vs.
las MSC de VS. Ademas, hemos observado que estas PCM, en las circuns-
tancias antes descriptas, presentaron un <% de MSC con fenotipo-CD146+
(marcador de MSC del nicho vascular) asi como una disminucién del indice
de fluorescencia relativa de CD146. Datos que indicarian que estas PCM
presentan un menor nimero de MSC del nicho vascular previo a la MTsO. La
mayor intensidad de fluorescencia relativa de CD146/MSC fue encontrada
en las MSC que presentan triple plasticidad y mayor autorrenovacién, asi
como mayor capacidad de regular la hematopoyesis en comparacién a las
que expresan menor intensidad de fluorescencia relativa que corresponden
a las MSC unipotenciales de baja eficiencia de clonado (1). Observaciones
que nos hacen pensar que en estas PCM previa a las MTsO existe un menor
reservorio de MSC con alta autorrenovacion, sobrevida, migracion y multipo-
tencialidad posiblemente pues al inicio del desarrollo tumoral hayan migrado
las mas efectivas al tumor primitivo. De todo lo expuesto surge que las MSC
que quedan en MO, en este momento del desarrollo tumoral, tienen como
funcién principal modificar el metabolismo éseo, disminuyendo su diferencia-
cion osteogénica y favoreciendo la osteoclastogénesis, eventos claves para
las MTsO (2-4). Resultados que indican la necesidad de continuar profun-
dizando sobre el papel que cumplen las MSC de MO en la evolucién de las
MTsO en las PCM avanzado.

RESULTADOS GENERALES

1) Los defectos a nivel de la autorrenovacion y proliferacion de las MSC
observados en las PCM en comparacion con las VS, podrian deberse a:

un aumento de la relacién B-catenina fosforilada/B-catenina total a nivel

de las CEM (MSC/ progenitores estromales mesenquimales) del 1 sub-

cultivo de MO de las PCM;
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2) El defecto en la plasticidad, relacionada especialmente al proceso de
osteogénesis, el cual es importante para la regeneracion 6sea al momento de
evitar el avance de las metastasis osteoliticas o incluso su establecimiento,
podria deberse al menos a:

un aumento en los niveles de PDGF-AB, ICAM-1 y CCL-2 en plasma
de MO de las PCM, los cuales inhibirian la completa maduracién de los
pre-Ob hacia Ob/osteocitos, evitando la formacién de hueso e incluso
exacerbando el proceso de osteoclastogénesis;

un aumento de los niveles de Dkk-1 liberado por las MSC provenientes
de MO de las PCM cuando se las induce a la diferenciacion osteogénica;

3) El estudio del proceso de osteoclastogénesis en PCM respecto al de
las VS, como contrapartida del proceso de osteogénesis, resulto:

En un aumento en los procesos de osteoclastogénesis espontanea tanto
a nivel de MO como de SP en las PCM respecto a las VS, obteniéndose
en cada uno de los procesos OC maduros y funcionales. Aumento que
podria deberse, como encontramos en las PCM, a:

Un incremento en el “pool” de pre-OC presentes en MO y en circulacion.

Un desbalance en lineas generales de la relacion RANKL/OPG, que esta
aumentada en las PCM, contribuyendo asi a la activacion del proceso de
osteoclastogénesis.

Un aumento de los niveles de ciertos factores osteoclastogénicos tales
como PDGF-AB, VCAM-1, ICAM-1. CCL-2, MIF y de la actividad de la
MMP-9, asi como la disminucién de factores anti-osteoclastogénicos,
como IL-10 y galactina-3, fundamentalmente en el plasma de MO,
observaciones que podrian favorecer el aumento de osteoclastogéne-
sis observado en las PCM, un eje sumamente importante a la hora de
evaluar el desbalance éseo en funcion de las posibles metastasis osteo-
liticas que estas pacientes son plausibles de sufrir.
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CONCLUSION GENERAL

El entender los factores que gobiernan la progresion tumoral desde el
inicio del nicho pre-metastasico y la formacion de micro-metastasis hasta el
establecimiento de las lesiones 6seas producidas por las metastasis puede
proveer de nuevas herramientas en el manejo del cancer de mama. A lo largo
de este trabajo ha quedado plasmado el hecho de que una aproximacién
basandose solamente en las propiedades de las células tumorales es insufi-
ciente. El contexto de las mismas debe ser considerado, tanto en el sitio del
tumor primario, como en el nicho pre-metastasico.

El microambiente hematopoyético es el nicho pre-metastasico de las
PCM cuya evolucién implica lesiones osteoliticas provocadas por el tumor
como metastasis. La permisividad de este nicho para la insercion de las célu-
las tumorales, asi como los mecanismos que regule para la latencia o progre-
sion tumoral luego de la invasién son las claves de este proceso.

Asi, en el transcurso de este trabajo hemos podido dar evidencias de
que la principal implicada como reguladora y promotora del avance tumoral a
nivel de MO es la MSC.

Las PCM avanzado poseen una reserva medular de MSC alterada que
conduce principalmente a un desbalance 6seo a favor de la osteoclastogéne-
sis. Las MSC presentes en la MO de las PCM tienen disminuida su capacidad
de autorrenovacion, su plasticidad, capacidad de migracion y de regular una
hematopoyesis adecuada, lo cual no deja de ser una gran complicacioén a la
hora de afrontar los tratamientos quimioterapicos. La incapacidad para com-
pletar el proceso de osteogénesis y, por ende, formar una matriz de minera-
lizacion adecuada implica el primer paso en la falla de la homeostasis 0sea
la cual por supuesto repercute en su contrapartida que es la resorcion, dado
que las mismas MSC regulan este proceso.

Si bien es posible que al inicio de la patologia las MSC de MO hayan
contribuido a favorecer el microambiente del tumor primario, queda aqui
demostrado que en el estadio avanzado la MSC tiene como funcion principal
conducir y favorecer la aparicion y desarrollo de MTsO.

Nos aproximamos a una era en la cual la terapia busca ser adaptada
cada vez mas a las caracteristicas individuales de cada paciente con su tipo
de tumor y contexto tumoral. Por lo tanto, el identificar cuales tumores vy,
como consecuencia, cuales pacientes se encuentran ante mayor riesgo de
complicaciones éseas implica una gran promesa para el tratamiento y mane-
jo del cancer de mama, incluso desde estadios tempranos.
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ABSTRACT

Bone is the most suitable site for osteolytic bone metastasis in advanced
breast cancer patients (BCP). Mesenchymal stem cells (MSC) from bone
marrow (BM) regulate osteogenesis and osteoclastogenesis processes. An
imbalance in bone homeostasis favors a pre-metastatic niche ideal for arrival
and proliferation of breast cancer cells.

This research confirms that low cloning capacity of MSC from BCP to
give fibroblastic-colony forming units (CFU-F) and also the lower osteogenic
differentiation capacity of BCP's MSC compared to those from healthy volun-
teers (HV) could be related to Dkk-1 and B-catenin. In addition, the inefficient
osteogenic differentiation capacity of BCP-MSC could be consequence of the
higher levels of PDGF-AB, ICAM-1 and CCL-2 found in BM plasma of these
patients compared to the values of HV. In addition, these BCP presented
spontaneous osteoclastogenesis and it could be produced by higher num-
ber of pre-osteoclasts in BM and peripherical blood (PB), by higher RANKL/
OPG relation, and by other factors such as RANKL, MIF, PDGF-AB, VCAM-1,
ICAM-1, CCL-2, MMP-9, IL-10, and galactin-3.

MSC from non-metastatic and non-treated BCP may regulate the devel-
opment of bone metastasis. So, the identification of predictive factors through
patient’'s BM-MSC study, spontaneous osteoclastogenesis in BM and PB
study, and study of involved factors; may be an approach for early detection
and quality life improvement.
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ESTRATEGIAS PARA DESENMASCARAR LA
INMUNOGENICIDAD DE UN TUMOR MURINO
NATURALMENTE NO INMUNOGENICO

Dra. Paula Chiarella
Instituto de Leucemia Experimental (ILEX), Academia Nacional de Medicina de
Buenos Aires, Argentina.

Desde hace muchos afios se sabe que es posible desarrollar vacunas
para prevenir la aparicion de tumores experimentales en animales de labora-
torio (1). Asimismo, en el hombre, se han desarrollado exitosos protocolos de
vacunacion contra el virus de la hepatitis B que redujeron significativamente
la incidencia de hepatocarcinomas en areas donde la infeccién precoz con
el virus y la existencia de tumores hepaticos estaban fuertemente correlacio-
nadas (2). Sin embargo, la mayoria de los intentos por aplicar vacunas, no
ya en forma preventiva, sino con un propésito terapéutico para tratar tumo-
res establecidos, no han resultado, hasta hoy, exitosos, ni en animales ni en
seres humanos (3).

Este fracaso ha sido observado tanto con tumores experimentales fuer-
temente antigénicos —como por ejemplo, tumores murinos inducidos por
dosis masivas de carcindgenos quimicos y virales— como con tumores de
origen espontaneo. Diferentes mecanismos inmunosupresores se han invo-
cado para explicar la refractariedad de los individuos portadores de tumo-
res establecidos fuertemente antigénicos a las terapias inmunoldgicas. Por
ejemplo, la expresion aumentada de células supresoras del tipo de T reg. o
NKT, la aparicidon de células mieloides inmaduras supresoras (Gr1-CD11b),
la generacién de una condicion inflamatoria sistémica asociada al crecimien-
to tumoral, la produccion por células tumorales de factores potencialmente
inmunosupresores como IL-10, TGF-8, galectina-1, etc. (4-5).

En los ultimos afos, se llevaron a cabo intentos para eliminar o atenuar
estos mecanismos y, sobre esa base, es decir después de eliminar o atenuar
la inmunosupresion, se ha procurado estimular la respuesta inmune utilizan-
do diferentes estrategias de vacunacion antitumoral o de transferencia pasiva
de inmunidad (4,6).

Por otro lado, respecto de los tumores de origen espontaneo, la dificultad
podria ser mucho mas profunda. En efecto, a diferencia de muchos tumores

[94]
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experimentales, la gran mayoria de los tumores surgidos espontaneamente
en ratas y ratones, carecen de detectable inmunogenicidad (1,7,8). Esta par-
ticularidad podria hacerse extensiva a los canceres humanos mas comunes,
sobre la base de que muchos de ellos no aumentan su incidencia en seres
humanos que padecen de inmunodeficiencias genéticas o adquiridas (9)

Por otra parte, hay tumores que aun teniendo antigenos, no son inmu-
nogeénicos porque, probablemente, generan ese estado de inmunosupresion
desde el principio de su crecimiento. Datos nuestros y de otros laboratorios
revelan que esa inmunosupresion no se revierte con la extirpacién del tumor
cuando éste ha superado cierto tamafio critico, sugiriendo que en estos
casos cualquier estrategia de inmunoterapia contra células tumorales resi-
duales que hayan quedado en el organismo después de la extirpacion del
tumor, muy probablemente esté destinada al fracaso.

El objetivo general de este trabajo es determinar si la falta de inmuno-
genicidad de los tumores espontaneos se debe a la ausencia de antigenos
—en cuyo caso todo intento de inmunoterapia seria vano- o a la existencia de
mecanismos tolerogénicos que impedirian a esos antigenos iniciar una res-
puesta inmune de rechazo. Para deslindar entre ambas alternativas utilizare-
mos como modelos de estudio dos tumores murinos; un linfoma de células T
originado espontaneamente en un raton de la cepa BALB/c de nuestro biote-
rio, denominado LB y un fibrosarcoma de ratén inducido por el carcinégeno
quimico metilcolantreno denominado MCC —y la técnica de inmunizacién con
células dendriticas (DC) estimuladas con extracto acelular de tumor.

Para ver la cinética de crecimiento de ambos tumores (MCC y LB) se ino-
cularon doce ratones con 5x10 de células tumores por via subcutanea (s.c) en
el flanco derecho. Como se observa en la figura 1A'y 1B los tumores difieren
en la cinética del crecimiento siendo la sobrevida de los ratones portadores
(xxES)de 61 + 6 dias y de 21 £ 1 dias respectivamente.
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Figura 1: Cinética de crecimiento del tumor MCC (A) y LB (B) en funcién del tiempo
(dias).
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Luego se paso a la determinacion del calculo de la Dosis Tumoral 50
(DT50) de ambos tumores. La DT50 es el numero de células tumorales
que es capaz de crecer en el 50% de los ratones inoculados. Para MCC se
determiné que la DT50 fue de 5x104 * 0.4 x104 y las de LB fue de 1x103%
0.2 x103.

Tanto el fibrosarcoma MCC inducido por metilcolantreno como el linfoma
LB, de origen espontaneo, crecen siguiendo una tipica curva gompertziana,
aunque el crecimiento de LB es mas veloz que el de MCC, el tiempo de sobre-
vida de los ratones es significativamente inferior, al igual que la DT50

Para evaluar la capacidad inmunizantes de ambos tumores, se emplea-
ron dos técnicas de inmunizacion: Pretratamiento con células tumorales irra-
diadas y el pretratamiento con células dendriticas estimuladas in vitro con
extracto acelular de tumor (Figura 2). La eficiencia de los protocolos de vacu-
nacion se evalué mediante la determinacion de la DT50 en los animales vacu-
nados y en los controles. Se considera que cuanto mayor es el incremento
de laDT50 por arriba de los valores controles (DT50 experimental/ DT50con-
trol), mayor sera la resistencia de los animales al tumor, y en consecuencia
mayor sera la capacidad inmunizante de la vacuna que provocé dicho incre-
mento. Para el ensayo de inmunizacion con células irradiadas (4), se usaron
dos grupos de ratones: un grupo recibié dos dosis s.c. de células tumorales
irradiadas (3x106) en el flanco izquierdo 14 y 7 dias antes de recibir la inocu-
lacién con diferentes dosis de células tumorales vivas en el flanco opuesto
(Grupo Experimental). El grupo control no fue pre-tratado y recibid las células
tumorales vivas en el flanco derecho el mismo dia que el grupo experimen-
tal. Para el ensayo de inmunizacién con células dendriticas estimuladas con
extracto acelular (4) de MCC o LB (DC+e-MCC o DC+e-LB), se usaron dos
grupos de ratones: un grupo experimental y un grupo control. El grupo expe-
rimental recibié en la almohadilla plantar, dos dosis de 3x105 DC+e-MCC o
DC+e-LB 14y 7 dias antes de recibir la inoculacion s.c. con células tumorales
vivas. Los ratones del grupo control que no fueron pre-tratados o que fueron
pretratados con DC sin estimular, recibieron las células tumorales vivas s.c el
mismo dia que el grupo experimental.

Los experimentos de este punto demuestran que el tumor espontaneo
LB al igual que muchos de los tumores de origen espontaneo descriptos en
ratas y ratones, carece de detectable inmunogenicidad. Esto quedé eviden-
ciado por la falta de proteccién contra LB conferida por 2 técnicas conocidas
de vacunacion. Por otro lado quedé demostrado que el tumor MCC, exhibe
una fuerte inmunogenicidad.
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Figura 2: DT50 del tumor MCC (A) y DT50 del tumor LB (B). *p<0,001 vs control.

A continuacion quisimos evaluar si la falta de inmunogenicidad del tumor
LB tiene relacion alguna con la capacidad para promover la maduracién de
las células dendriticas (DC). Para estudiar esta relacion se incubaron DC
(1x10
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Figura 3: Expresion en superficie de las moléculas co-estimulatorias y MHC Il en
células DC sin estimular (Control) y estimuladas con extracto acelular de tumor MCC
(DC +e-MCC) y LB (DC+LB). *p< 0.05; ** p<0.01 respecto del control. Los resultados
representan el promedio (media + error estandar) de 3 experimentos independientes.

Se sabe que durante el proceso de maduracion de las DC se produce
un aumento de la produccion de citoquinas inflamatorias (por ej.: TNF a). Por
lo tanto, para verificar que el aumento de los marcadores de maduracién se
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correlacionaba con un cambio en la actividad biolégica de las DC, se evalud
la produccion de TNF-a. Para esto se recolectaron los sobrenadantes de
los cultivos de DC sin estimular (control), estimuladas cone-MCCye-LB
para medir la produccion de TNF-a mediante ensayos de ELISA. Segun se
observa en la figura 4 la concentracion de TNF-a en el sobrenadante de
las DC incubadas con e-MCC fue significativamente mayor (p<0.01) que la
hallada en el sobrenadante de las DC incubadas con el e-LB y en el sobrena-
dante de DC sin estimular.
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Figura 4: Concentracion de TNF-a

Los experimentos demostraron que el extracto acelular del fuertemen-
te inmunogénico tumor MCC promovié la maduracién de las DC, mientras
que un extracto acelular del tumor LB, de indetectable inmunogenicidad, fue
incapaz de hacerlo. Esto permite sugerir que, al menos en parte, la falta de
inmunogenicidad del tumor espontaneo LB, estaria asociada con su incapa-
cidad para hacer madurar a las DC, impidiéndoles de ese modo iniciar una
respuesta inmune antitumoral.

De esta manera quisimos evaluar si la incapacidad del tumor LB para pro-
mover la maduracién de las DC se debe a la falta de antigenos tumorales espe-
cificos o0 a que existe una falla en los mecanismos de maduracion de las DC,
asociados a la incorporacion y/o procesamiento de los antigenos tumorales.
Si se debiera a la ausencia de antigenos, entonces todo intento de inmuno-
terapia especifica contra el tumor LB seria vano. Si se debiera a una falla en
los mecanismos de maduracion de las DC, entonces el problema podria, en
principio, ser resuelto. En efecto, dado que las DC maduran cuando incorpo-
ran antigenos en un contexto de ciertas moléculas o sefiales madurativas (por
ejemplo sefales de dafio como ser las heat shock proteins), podemos suponer
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que la incapacidad del tumor LB para hacer madurar las DC podria deberse
a la ausencia de estas sefiales. En tal caso, estas podrian serles provistas
por el tumor MCC, ya que, segun, se demostré anteriormente, el e-MCC, es
capaz de promover la maduracion de las DC. Para demostrar esta alternativa
se incubaron DC con una mezcla de los extractos del tumor LB y del tumor
MCC y se analiz6 el nivel de expresion de marcadores de maduracion de la DC.
En la figura 5 puede observarse que cuando las DC fueron estimuladas con
la mezcla de los dos extractos, expresaron marcadores de maduraciéon en un
nivel significativamente mayor al observado en DC inmaduras (sin estimular)
o en DC incubadas con e-LB. Este aumento en la expresion, sin embargo, fue
inferior al observado con DC incubadas con e-MCC.
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Figura 5: Expresion de los marcadores de maduracion CD80, CD86 y MHCII en célu-
las dendriticas (DC) sin estimular, estimuladas con extracto de esplenocitos normales
(Control), DC+e-MCC, DC+e-LB o con la mezcla de los extractos de ambos tumores
(DC+e-MCC DC+e-LB). *p<0,001 - **p<0,05.
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La conclusién mas plausible de estos experimentos es que el tumor LB
tiene antigenos propios, que, cuando son incorporados por las DC en un
contexto de sefiales madurativas provistas por el tumor MCC, promueven la
maduracion de las DC.

Dado que las DC incubadas con la mezcla de extractos de MCC y LB
exhiben marcadores de maduracion, nos preguntamos si estas DC son capa-
ces de inmunizar contra LB. Para contestar este interrogante se inocularon
ratones con DC+e-MCC+e-LB 14 y 7 dias antes del desafio con células
tumorales LB vivas. Ratones que recibieron DC + e-MCC +e-LB exhibieron
una DT50 para LB significativamente mayor que la de los controles —que
no fueron pretratados o recibieron DC inmaduras- y que la de ratones que
recibieron DC incubadas con extracto de LB solo. En la figura 6 se muestran
graficados los resultado.
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Figura 6: Medicién de la Dosis Tumoral 50 (DT50) de LB. *p<0,01 vs. Control y DC +
e -LB; p<0,05vs. DC + e-MCC.

Este punto refuerza la idea que el tumor LB presenta antigenos propios,
ya que cuando extractos del tumor LB fueron incorporados por las DC en un
contexto de sefiales madurativas provistas por el tumor inmunogénico MCC,
estas DC fueron capaces de inmunizar in vivo contra el tumor LB —reflejado
en un aumento significativo de la DT50 respecto de los controles-. Este efecto
no puede atribuirse a una supuesta reaccion cruzada entre los antigenos de
MCC y LB, dado que las DC estimuladas sdlo con extractos de MCC no mos-
traron capacidad vacunante contra LB.
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Hasta ahora hemos abordado la principal pregunta planteada en este
trabajo, respondiendo que la falta de inmunogenicidad del tumor LB no
se deberia a la ausencia de antigenos especificos sino a una falla en los
mecanismos de maduracion de las DC durante el procesamiento de tales
antigenos. Hemos visto asimismo que esa carencia de sefiales madurativas
podria ser suplida por el extracto acelular del tumor MCC, de modo tal que
la incubacion de DC con la mezcla de los extractos de LB y MCC, conseguia
hacer madurar a las DC y convertirlas en vacunas preventivas contra LB. Sin
embargo, la proteccion conferida por esta vacuna no fue muy robusta desde
que el incremento de la DT50 de LB en vacunados respecto de la DT50 en
controles fue so6lo de 3, mientras que en el caso de un tumor como el MC-C,
una vacuna preventiva aumento la proteccién mas de 44 veces. Esto puede
significar 2 cosas: o el tumor LB tiene antigenos muy débiles (en cuyo caso
seria muy dificil utilizar este tipo de vacunas en forma terapéutica contra un
tumor establecido) o LB exhibe factores tolerogénicos o inmunosupresores
activos que deterioran la expresion de las sefiales madurativas para las DC.
Una indicacién de esto ultimo podria ser encontrada en la figura 5. Alli se
muestra que, si bien las DC incubadas con la mezcla de extractos MCC+LB,
exhiben una mayor expresion de los marcadores de maduraciéon que las DC
sin estimular o incubadas soélo con extracto de LB, por otro lado exhiben un
nivel menor al observado en DC incubadas con MC-C solo. Por lo tanto, a
futuro nos faltaria comprobar que tipo de factores tolerogénicos o mecanis-
mos de inmunosupresion genera el tumor LB, que inhiben activamente la
expresion de sefales madurativas en las CD. Esto podria ser la razon por la
cual el tumor LB se comporta como no inmunogénico y el motivo por el cual
extractos del tumor LB son incapaces por si mismos de promover la madura-
cion de las DC.

Cuando el tenor de estas sefiales madurativas es muy alto, como parece
ocurrir en el extracto del tumor MC-C, fuertemente inmunogénico, los fac-
tores tolerogénicos del LB disminuyen pero no alcanzan a anular todos los
factores madurativos. En consecuencia, en ese caso la incubacion de las DC
con la mezcla de extractos de LB y MC-C puede permitir la maduracion de las
DC y eventualmente inmunizar contra LB. Sin embargo esta maduracion de
las DC y su consiguiente poder inmunogénico podrian ser fuertemente incre-
mentados si se lograra identificar y eliminar los factores inmunosupresores
que exhibe el tumor LB.

Todos los resultados obtenidos hasta el momento con el tumor murino
espontaneo LB, no son automaticamente extrapolables a todos los tumores
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murinos de origen espontaneo y menos aun a todos los tumores humanos.
Sin embargo, nos indican que la falta de inmunogenicidad de un tumor espon-
taneo no significa necesariamente ausencia de antigenos extrafios y por lo
tanto nos invitan a creer que, si este fuera el caso para otros tumores murinos
y humanos, todavia podria esperarse mucho de las terapias inmunes contra
el cancer. Sin embargo, para que una terapia inmunoldgica contra este tipo
de tumores tuviera la posibilidad de ser eficiente, no bastaria la aplicacion de
vacunas antitumorales —como se ha intentado sin éxito hasta ahora— sino que
se requeriria de un protocolo que afiadiera a esas vacunas, diversas sefales
madurativas complementarias para las células dendriticas - como citoquinas
proinflamatorias, heat shock proteins — entre otras.

ABSTRACT

Unveiling antigens in a non-immunogenic spontaneous murine tumor
using a dendritic cell-based vaccine

Up to date, most attempts to use immunotherapy to cause the regression
of animal and human established tumors have not been successful. Former
experiments have postulated that this failure could be attributed, at least in
part, to a lack of immunogenicity of spontaneous tumors. In this paper, we
have investigated whether this lack of immunogenicity can be attributed to
the absence of tumor antigens or to the existence of tolerogenic mechanisms
preventing such antigens from initiating an antitumor immune response. We
have used two murine tumors — a non-immunogenic spontaneous lymphoma
(LB) and a strongly immunogenic methylcholanthrene-induced fibrosarcoma
(MC-C) — together with a vaccination strategy based on the inoculation of
dendritic cells (DC) loaded with a tumor lysate. When DC were pulsed with LB
lysate (DC+LB), no maturation of DC was achieved in vitro and no protection
against LB implants after DC+LB inoculation was observed in vivo. On the
other hand, when DC were pulsed with MC-C lysate (DC+MC-C), maturation
of DC was observed along with a strong protection against MC-C implants
after DC+MC-C inoculation. Finally, when DC were pulsed with both LB and
MC-C lysates (DC+LB+MC-C), maturation of DC and protection against LB
implants were achieved. Since no immune cross reaction between MC-C and
LB was ever observed, the most likely interpretation for these results is that
LB bears specific tumor antigens but lacks other signals to achieve DC matu-
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ration. These signals would be provided by MC-C which would enable DC to
mature and to initiate an effective anti-LB immune response.
Key words: spontaneous tumors, dendritic cells, tumor antigens
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ESTUDIO DE LA MOVILIZACION DE FOSFATIDILSERINA EN LA
MEMBRANA DE OVOCITOS FERTILIZADOS Y SU RELEVANCIA
PARA LA ACTIVACION DEL DESARROLLO.

Augusto Curia, Matias Gémez Elias, Patricia S. Cuasnicu
y Débora J. Cohen
Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IBYME-CONICET). Vuelta de
Obligado 2490 (1428), Buenos Aires, Argentina.

INTRODUCCION

El fosfolipido fosfatidilserina (PS) se encuentra asimétricamente distri-
buido en la membrana plasmatica, localizandose normalmente en la cara
citoplasmatica de la bicapa. Su exposicién en la cara externa de la bicapa
ha sido clasicamente asociada con la apoptosis, actuando como una sefal
de la célula apoptética para su posterior fagocitosis . Sin embargo, en los
ultimos afos se ha acumulado evidencia que apoya que la presencia de PS
en el compartimiento extracelular de la membrana juega un rol esencial en
distintos procesos celulares no asociados a la apoptosis. La distribucién de
PS en la membrana es establecida por la accién concertada de dos tipos
de enzimas en un mecanismo activo dependiente de Ca: las flipasas, que
activamente mueven PS hacia la cara interna, manteniendo la asimetria, y
las escramblasas, que transportan fosfolipidos en ambas direcciones de la
bicapa, permitiendo asi la exposicion de PS.

En todos los mamiferos, la entrada del espermatozoide fertilizante des-
encadena en el ovocito oscilaciones de Ca que inician una serie de cambios
denominados en su conjunto “activacion”. La activacion del ovocito incluye
eventos tempranos como la exocitosis de granulos corticales y reinicio de la
detenida meiosis, y eventos tardios como la eliminacién del segundo corpus-
culo polar, la descondensacion de la cabeza del espermatozoide, la forma-
cion de pronucleos y la primera division celular (ver ). Si bien ha sido clara-
mente establecido que el Ca cumple un papel fundamental en la iniciacién
de los eventos de activacion, es poco lo que se sabe aun sobre cuales serian
los efectores moleculares que traducirian dicho aumento de calcio a los dife-
rentes eventos celulares. En este sentido, recientemente hemos encontrado
por primera vez la existencia de una exposicion transitoria de PS en el ovocito
fertilizado de ratén que no estaria asociada a apoptosis. Los resultados obte-

[104]
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nidos hasta el momento muestran que PS se expone en ovocitos fertilizados
con o sin zona pellucida pero no se observa en ovocitos activados parteno-
géneticamente con ionoforo de calcio. Asimismo, el seguimiento de la marca-
cion para PS expuesta mostré que, en el estadio de cabeza descondensada,
la marca se presenta en toda la superficie del ovocito con excepcién de la
region que recubre el huso meidtico y de la region donde se incorporo el
espermatozoide. Luego, en el estadio de dos pronucleos, la marca para PS
expuesta es mas tenue y en embriones de dos células, ya no es detectable .
Considerando estas evidencias, nuestra hipotesis de trabajo es que /a expo-
sicién transitoria de PS que ocurre luego de la fertilizacion es inducida por el
espermatozoide y cumple un rol en la regulacién de los eventos asociados a
la activacion del ovocito. Para poner a prueba esta hipoétesis, nos propusimos
caracterizar la exposicidon de PS en ovocitos fertilizados e identificar las enzi-
mas encargadas de mantener la asimetria de PS en ovocitos.

MATERIALES Y METODOS:

Animales: Se utilizaron ratones machos adultos (2-5 meses) y hembras (30-
120 dias) hibridos (C57BL/6xBalb-c)F1. Los animales se mantuvieron a una
temperatura de 22-24°C y con alimento y agua ad libitum, con un régimen de
12 hs de luz.

Ensayo de fusion: Los espermatozoides fueron capacitados tal como se
describe en . Los ovocitos fueron obtenidos de hembras superovuladas y
liberados de las células del camulus y de la zona pellucida por tratamien-
to con hialuronidasa y Tyrode acido, respectivamente. Los ovocitos fueron
inseminados y al cabo de 3 hs, lavados detectandose exposicion de PS y
ocurrencia de la fusion (ver abajo).

Activacion de los ovocitos: Los ovocitos fueron incubados en medio com-
pleto con 7% etanol por 5 min o 100 uM TPEN por 1 h. Alternativamente,
fueron incubados en medio libre de Ca con 10 mM SrCI2 por 1h o 10 uM ioné-
foro de Ca A23187 por 5 min. Posteriormente, fueron lavados y colocados
en medio fresco por distintos tiempos. En algunos casos, los ovocitos fueron
incubados con 50 uM BAPTA-AM por 20 min previo a la activacion con SrCI2.
Al finalizar los distintos tratamientos se detecté exposicion de PS y estadio
meiotico (ver abajo).
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Deteccion de PS externa: Luego de cada tratamiento, los ovocitos fueron
incubados durante 1 h con una dilucién 1:20 de Anexina 5 acoplada a FITC
(ANX-5-FITC). Al finalizar esta incubacion, los ovocitos fueron tefiidos con
1 pg/pl Hoechst 33342, lavados, montados y observados al microscopio de
fluorescencia o confocal.

Tincion de granulos corticales: Luego de cada tratamiento los ovocitos
fueron fijados por 60 min en 3.7% p-formaldehido, lavados, permeabilizados
con 0.1% Triton X-100 en 0.3% BSA-PBS por 15 min y vueltos a lavar. Luego,
fueron incubados por 30 min con la aglutinina de Lens culinaris acoplado a
TRITC, lavados nuevamente, tefiidos con Hoechst y montados para su obser-
vacion.

rt-PCR: El RNA total de los ovocitos fue obtenido usando un “kit” comercial
siguiendo las instrucciones del proveedor. EI RNA fue retrotranscripto y some-
tido a PCR usando “primers” especificos para cada una de las enzimas evalua-
das, disefiados con el programa “Oligos”. Los productos de PCR fueron sepa-
rados en geles de agarosa y visualizados por tincion con bromuro de etidio.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la entrada de multiples espermatozoides sobre la
exposicion de PS.

Los resultados obtenidos previamente mostraron que a partir de la ter-
cera hora post-inseminacién la marcacion para PS se pierde en la zona de
entrada del espermatozoide, sugiriendo que ésta podria deberse a la interna-
lizacion o degradacion de PS en esa region de la membrana plasmatica como
consecuencia de la entrada del espermatozoide . Por lo tanto, se analiz6 la
exposicion de PS en ovocitos polispérmicos para lo cual, los ovocitos fueron
inseminados con una alta concentracion de espermatozoides, observandose
la marcacion con ANX-5-FITC (proteina que se une especificamente a PS)
a las 3 hs post-inseminacion. El nimero de espermatozoides fertilizantes se
determind por tincion con Hoechst. Observamos que a medida que aumenta
la cantidad de espermatozoides que fertilizan al ovocito (desde 2 hasta 5)
aumenta el numero o la extension de las regiones negativas en la superficie
del ovocito, apoyando la idea de que estas areas negativas corresponderian
a las regiones de entrada de espermatozoides.
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Exposicion de PS en ovocitos activados partenogenéticamente

La entrada del espermatozoide desencadena la activacion del ovocito .
Nuestros resultados mostraron que la activacion con ionéforo de calcio no fue
capaz de inducir la exposicion de PS, sugiriendo que seria entonces inducida
por el espermatozoide. Por lo tanto, estudiamos la habilidad de otros agentes
normalmente utilizados para activar ovocitos, de desencadenar la exposicion
de PS. Para ello, los ovocitos fueron activados con SrClI o etanol evaluandose
la reasuncion de la meiosis y la exposicion de PS. En paralelo se analizaron
ovocitos fertilizados, incubados con ionéforo o no tratados (MIl) como con-
troles. Los resultados mostraron que tanto el SrCl como el etanol fueron
capaces de inducir la activacion del ovocito pero, a diferencia del ionoéforo,
indujeron también la exposicion de PS (Figura 1).

Estos resultados indican que la activacion del ovocito por si misma es
capaz de inducir la exposicidon de PS y que dicha exposicion podria ser uti-
lizada como un marcador de las diferencias que existen entre los distintos
métodos de activacion partenogenética de ovocitos.

Exposicion de PS y exocitosis de los granulos corticales (GC)

Dado que luego de la fertilizacion, y como parte de la activacion del ovo-
cito, ocurre la exocitosis de los GC, existia la posibilidad de que la exposicién
de PS observada pudiera deberse a dicha exocitosis. Con el fin de evaluar
esta posibilidad y aprovechando la diferencia observada entre la activaciéon
con iondforo y los otros métodos, estudiamos la exocitosis cortical en ovo-
citos activados con ionéforo que, como ya se mencionara, no exponen PS.
Para ello, los ovocitos activados con 5mM del ion6foro A23187 fueron fijados,
permeabilizados, incubados con la lectina LCA acoplada a rodamina, que se
une al contenido cortical vy, finalmente, observados en el microscopio con-
focal. Los resultados mostraron una pérdida masiva del contenido cortical
en ovocitos activados con ionéforo similar a la que se observa en ovocitos
activados con SrCl.

Estos resultados nos permitieron concluir que la exposicion de PS no
puede ser atribuida a un desorden de la membrana plasmatica provocada por
la exocitosis de los granulos corticales.
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Figura 1: Exposicion de PS en ovocitos activados partenogenéticamente. Ovoci-
tos sin ZP fueron inseminados o activados partenogenéticamente mediante tres trata-
mientos diferentes. A, ovocitos fertilizados (control positivo). Se indica con > |la cabeza
descondensada del espermatozoide fertilizante. B, ovocitos no fertilizados (control
negativo). Se indica con < los cromosomas en metafase Il (Mll). C, ovocitos Incubados
con SrCl 10mM por 1h en medio sin calcio. D, ovocitos incubados 5min en 7% etanol.
E, ovocitos incubados 5min en medio sin calcio conteniendo 5uM de ionoforo de calcio
(A23187). En C, D y E luego de las distintas incubaciones los ovocitos fueron lavados
e incubados 1h en medio completo. En todos los casos se incorpord ANX5 durante la
ultima hora de incubacion. Finalmente, los ovocitos fueron tefiidos con Hoechst33342
y observados por microscopia de epifluorescencia. Se consideraron activados aque-
llos ovocitos que presentaron el 2CP al final del tratamiento.
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Relevancia del calcio para la exposicion de PS

El hecho de que la activacion partenogenética de los ovocitos indujera
la exposicién de PS sugiere que el calcio podria ser importante para dicho
fenémeno. Con el fin de determinar el rol que cumple dicho i6n en la exposi-
cion de PS, los ovocitos fueron incubados con el quelante intracelular de Ca
BAPTA-AM previo a la activaciéon con SrCl, no observandose activacion de
los ovocitos ni exposicion de PS. Con el fin de evaluar si la falta de exposicion
de PS se debia en ese caso a la falta de salida de meiosis o a la falta de Ca,
los ovocitos fueron activados con TPEN, un quelante de Zn que induce salida
de MII en ausencia de la movilizacién de Ca . La mayoria de los ovocitos
tratados con TPEN presentaron salida de Mll y ausencia de marcacién para
PS expuesta, apoyando que el aumento de Ca citoplasmatico seria nece-
sario para dicha exposicion. Como otra aproximacion se estudio la exposi-
cion de PS en ovocitos provenientes de hembras deficientes para CaMKII
gama (CaMKIly), los cuales presentan oscilaciones de calcio normales pero
arresto en MIl. En concordancia con los resultados anteriores los ovocitos
CaMKIlly activados con SrCl presentaron fluorescencia para ANX-5-FITC,
similar a la observada en ovocitos “wild type”.

Estos resultados indican que la exposicion de PS requiere el aumento de
Ca intracelular que ocurre en el ovocito activado.

Identificacion de las enzimas encargadas de mantener la asimetria
de PS en ovocitos

Las “scramblasas” y “flipasas” son las enzimas encargadas de la trans-
locacién de los distintos tipos de fosfolipidos desde y hacia las dos caras de
la bicapa. En ratén, se han descripto cuatro tipos distintos de “scramblasas”
(PLSCR1 a 4) y dos de “flipasas” (ATP8a1 y 2). Con el fin de identificar cual/
es de ellas estan presentes en el ovocito, realizamos rt-PCR utilizando RNA
aislado de ovocitos como molde y “primers” especificos para las enzimas
ya descriptas. Como control positivo, se utilizé en cada caso RNA obteni-
do del tejido en el cual la expresion de la enzima evaluada fue previamente
reportada. Los resultados mostraron que mientras no se detectaron bandas
para ATP8A2 y PLSCRZ2, se amplificaron bandas del tamafio esperado para
ATP8A1, PLSCR1 y 3 (Figura 2). La identidad de estas bandas fue confirma-
da por secuenciacion. La presencia de estas bandas no puede ser atribuida
a una contaminacion de los ovocitos con células del cimulus ya que en las
muestras analizadas no se detecto la expresion de CD52, un gen especifico
de cumulos.
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Figura 2: Analisis de expresion de flipasas y scramblasas en ovocitos por RT-
PCR. Se indica el nombre de cada gen amplificado a la izquierda y debajo el tamafio
de cada fragmento amplificado en pares de bases. A: cDNAs usados como control
positivo en cada reaccion, para ATP8A1 testiculo, ATP8A2 epididimo, PLSCR1 higa-
do, PLSCRZ2, rifién, PLSCR3 pulmén, PLSCR4 rifion. CD52 control de contaminacién
por células del cumulus. B: Control de PCR usando agua como molde. C: cDNA de
ovocito D: Control de retrotranscripcion omitiendo la enzima retrotranscriptasa en la
reaccion.

Estos resultados indican que las enzimas responsables de la moviliza-
cion de PS se expresan en el ovocito de raton.

La movilizacion de PS en ovocitos fertilizados/activados podria ser
simplemente una consecuencia del aumento de Ca intracelular que ocurre
durante la fertilizacion. Sin embargo, la aparicién de PS en la cara externa
de la bicapa podria estar involucrada en el establecimiento del bloqueo de
polispermia a nivel de la membrana plasmatica. Dado que se trata de una
molécula negativamente cargada, su exposicion podria prevenir la unién
de espermatozoides supernumerarios. Alternativamente, en su localizacion
interna PS podria actuar como un “ancla” para proteinas que contuvieran el
dominio de unién a PS, denominado C2 vy, por lo tanto, regular actividad de
dichas proteinas a través de la modulacion de su localizacion subcelular y
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disponibilidad. En este sentido, varias proteinas postuladas como involucra-
das en el proceso de activacion poseen dominio C2. Por ejemplo, la proteina
especifica de espermatozoide PLCC, responsable de disparar las oscilacio-
nes de Ca luego de la fertilizacién . Asimismo, las PKC convencionales y
noveles también poseen dominio C2 y su translocacion a la membrana plas-
matica requiere dicho dominio . Es posible, entonces que la movilizacién de
PS en el ovocito regule la actividad de PLCC y/o PKCs durante la activacion.
En resumen, nuestros resultados muestran por primera vez la existencia de
una exposicion transitoria en el ovocito fertilizado que no esta asociada a
apoptosis y que estaria inducida por el aumento de Ca que se produce duran-
te la activacion. La relevancia funcional de esta exposicion transitoria de PS
para la activacion del ovocito se encuentra en estudio en nuestro laboratorio.
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MECANISMOS DEL DOLOR NEUROPATICO Y SU MODULACION
POR HORMONAS SEXUALES ENDOGENAS. POSIBLES
APLICACIONES TERAPEUTICAS.

Maria Florencia Coronel
Instituto de Biologia y Medicina Experimental - CONICET

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El dolor neuropatico es un dolor crénico que se produce como conse-
cuencia de una lesién o enfermedad del sistema nervioso, ya sea periférico
o central . Los pacientes con dolor neuropatico manifiestan diversas altera-
ciones del sensorio siendo la alodinia, dolor producido por estimulos normal-
mente no dolorosos, una de las mas frecuentes y acuciantes . El paciente
con dolor persistente manifiesta un deterioro progresivo de su salud general y
calidad de vida, con una variada sintomatologia que incluye depresion severa
y disturbios del suefio, el apetito y la memoria .

La incidencia del dolor crénico se encuentra en franco aumento y se
calcula que en Argentina afecta a 1.8 millones de personas. A pesar de los
multiples avances recientes, el dolor crénico sigue siendo refractario a los
tratamientos farmacoldgicos disponibles, lo que motiva la necesidad de estu-
dios dirigidos a entender los mecanismos involucrados, con el fin de orientar
el disefio de nuevas estrategias terapéuticas.

Si bien la generacion y el mantenimiento del dolor crénico involucran
varios mecanismos, la hiperexcitabilidad de las neuronas del asta dorsal de
la médula espinal constituye un factor clave . Sin embargo, las neuronas no
son las unicas células involucradas. En los ultimos afios se ha reconocido el
papel critico de las células gliales activadas como participantes indispensa-
bles en estos procesos, capaces de producir y liberar factores proalgésicos
que pueden alterar la actividad neuronal vy por lo tanto la generacién y/o el
mantenimiento del dolor. Una de nuestras hipdtesis es que este proceso de
activacion glial podria ser modulado por esteroides neuroactivos, abriendo la
posibilidad de una nueva perspectiva terapéutica.

De ahi que en este proyecto nos propusiéramos evaluar los mecanis-
mos celulares y moleculares involucrados en la generacion y el man-
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tenimiento del dolor neuropatico a nivel del asta dorsal de la médula
espinal, sitio clave del procesamiento nociceptivo, y estudiar los efectos
de laadministraciéon de progesterona, neuroesteroide con probada accién
neuroprotectora, en animales con dolor crénico.

En particular nos centramos en evaluar el proceso de activacion glial
y la expresion y actividad de las enzimas proinflamatorias ciclooxigenasa 2
(COX-2) y la isoforma inducible de la sintasa del éxido nitrico (iNOS), en ani-
males con dolor neuropatico. Ambas enzimas y sus metabolitos favorecen el
estado de hiperexcitabilidad de los circuitos nociceptivos espinales involucra-
dos en la generacion y el mantenimiento del dolor neuropatico , y constituyen
blancos terapéuticos claves.

Por otra parte, en este proyecto buscamos esclarecer el valor de la pro-
gesterona como posible agente terapéutico y modulador del dolor crénico.
Nuestro grupo ha demostrado recientemente que la administracién de pro-
gesterona a animales con compresion del nervio ciatico o injuria de la médula
espinal logra prevenir el desarrollo de alodinia mecanicay térmica, y modula
la expresidon de moléculas relevantes para el procesamiento nociceptivo a
nivel espinal .

MATERIALES Y METODOS

Protocolos con animales de experimentacion: Los protocolos experimen-
tales fueron aprobados por el Comité de Etica Institucional del IBYME (Reso-
lucion CE 007-1/2013 del 13/06/13) y el Comité Institucional para el Uso y
Cuidado de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Medicina
(Res. 1517 del 23/8/2010).

Lesion de la médula espinal: Ratas macho adultas de la cepa Sprague-
Dawley (200 g) fueron anestesiadas y sometidas a una hemiseccién de su
médula espinal a nivel T13 segun procedimientos previamente publicados .
En animales controles se realizd una operacion “sham” o simulada, en la que
la médula se expuso sin realizar la lesion.

Administracion de drogas: Los animales fueron tratados con dosis diarias
de progesterona (16 mg/kg, Sigma P8783) o vehiculo (aceite de ricino) por via
subcutanea , comenzando inmediatamente después de inducida la lesion, y
hasta el momento del sacrificio (dia 1 o0 28 post injuria).



114 Anales 2010-2012

Conducta nociceptiva: Tests funcionales. Los estimulos mecanicos y tér-
micos utilizados en estos tests no generan dolor en animales controles y per-
miten detectar el desarrollo de alodinia (dolor frente a estimulos no dolorosos)
en animales con injuria espinal.
Alodinia mecanica: Los filamentos de von Frey (1-26 g) se aplicaron
sobre la superficie plantar de las patas traseras de cada animal, tal como
hemos descripto previamente . La retirada brusca de la pata acompa-
flada por lamido, vocalizacion, ataque al estimulo o intento de escape
(respuestas suprasespinales), se considerd como respuesta positiva. Se
determind el umbral de respuesta en base al filamento de menor gramaje
que indujera una respuesta positiva en al menos dos de las tres aplica-
ciones realizadas. Se consideroé respuesta en rango alodinico a aquella
obtenida con filamentos de 6 g o menos.
Alodinia térmica al frio: Como ya hemos descripto , para determinar la
alodinia térmica al frio se procedi6 segun el método de Choi estimulando
las patas traseras del animal con una gota de acetona. El estimulo se
repitié 5 veces, con intervalos de 5 minutos. Se consideré como res-
puesta positiva la retirada brusca de la pata del animal, acompafiada
por respuestas supraespinales. Las respuestas dolorosas se expresaron
como un punto, siendo la frecuencia de retirada maxima 5 y la minima 0.

Diseccion de la médula espinal: Los animales fueron sacrificados a dife-
rentes tiempos post-lesion (dia 1 0 28) y se disecd la médula espinal lumbar,
siguiendo procedimientos descriptos en publicaciones previas .

TECNICAS EMPLEADAS:

* RT-PCR en tiempo real: Se emplearon técnicas descriptas en nuestros
trabajos previos para analizar la expresion relativa de los ARNm de las
enzimas proinflamatorias COX-2 e iINOS y del inhibidor IxBa., utilizando
el gen de la ciclofilina como standard interno. La expresion relativa de
los mensajeros se expresé como porcentaje de induccién con respecto
a animales controles.

»  Actividad enzimatica de COX-2: Se utilizé un kit comercial (COX Activity
Assay Kit, Cayman Chemicals), siguiendo las instrucciones provistas por
el fabricante.

» Actividad enzimatica de iNOS: A fin de analizar la actividad enzimatica
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de iNOS se procedio a cuantificar los productos estables de la oxidacidn
del 6xido nitrico (NO), nitritos y nitratos (NOx), utilizando un kit comercial
(Griess Reagent System, Promega), siguiendo las instrucciones provis-
tas por el fabricante.

* Inmunohistoquimica: En secciones de la médula espinal se estudio la
expresion de GFAP (marcador de astrocitos) y OX-42 (marcador de
microglia), utilizando anticuerpos especificos. Por medio de un analiza-
dor de imagenes Optimas Bioscan, se determind el nimero de células
inmunoreactivas por unidad de area.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los animales con injuria espinal se observo una disminucion del
umbral de respuesta frente a la estimulacidon mecanica y térmica en ambas
patas traseras (ipsi y contralaterales a la lesidn), con deteccion de niveles
alodinicos a partir del dia 14 de inducida la injuria (Fig. 1). Interesantemente,
la administracion de progesterona previno el desarrollo de alodinia mecanica
y térmica fria. Los animales controles, sometidos a operacion “sham” e inyec-
tados con vehiculo, mantuvieron umbrales de respuesta normales (Fig. 1).
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Figura 1: Conducta nociceptiva de animales controles (CTL), con hemiseccién de
su médula espinal (HX) o hemiseccion y tratamiento con progesterona (HX+PG). Se
muestra el umbral de retirada frente a estimulos mecanicos (Test de von Frey) y el
numero de respuestas dolorosas frente a estimulos frios (Test de Choi) de ambas
patas traseras (ipsi y contralaterales a la lesion).

Los valores corresponden a la media + SEM y fueron analizados utilizando el Método
de Friedman para Analisis de Varianza y un post test de comparacion multiple. Sélo se
detallan las diferencias estadisticamente significativas utilizando los siguientes simbo-
los: * p<0,05; ** p<0,01 y *** p<0,001 para comparar HX vs HX+PG, y p<0,05; p<0,01
y p<0,001 para comparar HX o HX+PG vs CTL.
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Al analizar mediante inmunohistoquimica la expresion de GFAP, marca-
dor de astrocitos, y OX-42, marcador de células de la microglia, observamos
un incremento significativo en el niumero de células gliales presentes en el
asta dorsal de animales con injuria espinal, tanto en el periodo agudo (1 dia)
como en el periodo crénico (28 dias) post injuria, y recuentos significativa-
mente menores en animales lesionados que recibieron progesterona (Fig. 2).

Numero de células GFAP-IR
por unidad de area

por unidad de area
o = N W A OO N ©
Numero de células OX42-IR

Figura 2: Numero de células GFAP y OX-42 inmunoreactivas por unidad de area en el
asta dorsal de la médula de animales controles (CTL), con hemiseccién espinal (HX)
o hemiseccion y tratamiento con progesterona (HX+PG), en el periodo agudo (dia 1) o
cronico (dia 28) luego de producida la injuria.

Los valores que se muestran corresponden a la media £+ SEM y fueron analizados uti-
lizando ANOVA de dos vias. Las diferencias estadisticamente significativas se repre-
sentan utilizando los siguientes simbolos: ** p<0.01; * p<0.001.

Al analizar la expresion de los ARNm de COX-2 e iNOS mediante ensa-
yos de RT-PCR en tiempo real, observamos que la injuria espinal desen-
cadend un incremento significativo en los niveles de expresion de ambas
enzimas en el asta dorsal de la médula, en el periodo agudo (dia 1) luego de
inducida la lesion (Fig. 3). En el largo plazo (28 dias) los niveles de expresion
de COX-2 e iNOS fueron similares a los detectados en animales controles
(Fig. 3). Por otra parte, en los animales que recibieron progesterona los nive-
les de los ARNm de ambas enzimas mantuvieron valores basales, similares
a los detectados en animales controles, tanto en el periodo agudo como en el
periodo crénico post lesion (Fig. 3).
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Figura 3: Niveles de los ARNm de COX-2 e iNOS en animales controles (CTL), con
hemiseccion de sumédula espinal (HX) o hemiseccion y tratamiento con progesterona
(HX+PG), en el periodo agudo (dia 1) o crénico (dia 28) luego de producida la injuria.
Los valores que se muestran corresponden a la media + SEM y fueron analizados utili-
zando ANOVA de dos vias. Las diferencias estadisticamente significativas se detallan
utilizando los siguientes simbolos: *** p<0.001.

A fin de evaluar si los niveles de expresién de COX-2 e iNOS correla-
cionaban con el grado de actividad enzimatica, se analizo la actividad de
ambas enzimas utilizando kits comerciales. Observamos que efectivamente
la actividad de ambas enzimas se encontraba aumentada en el periodo agu-
do luego de la injuria en animales hemisectados, mientras que se mantenia
en niveles basales en animales tratados con el esteroide (Fig. 4).
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Figura 4: Actividad enzimatica de COX-2 y niveles de nitritos y nitratos (NOx) detecta-
dos en el asta dorsal de la médula espinal de animales controles (CTL), con hemisec-
cion espinal (HX) o hemiseccion y tratamiento con progesterona (HX+PG), en el perio-
do agudo (dia 1) luego de producida la lesién. Los valores corresponden a la media +
SEM y fueron analizados utilizando ANOVA de una via: *** p<0.001; ns p>0.05.



118 Anales 2010-2012

A fin de evaluar si los menores niveles de expresion de COX-2 e iNOS
detectados luego de la administracion del esteroide involucraban al factor de
transcripcion NFxB, analizamos la expresion de lkBo, como un indicador del
grado de transactivacion de NFxB (NFxB induce la transcripcién de IkBa,
quién a su vez actua como inhibidor de NFxB).

NF«xB es un factor de transcripciéon que regula la expresion de iNOS y
COX-2. Por otra parte, la progesterona es un importante modulador de la
actividad del NFkB. Por lo que seria factible suponer que los menores niveles
de expresion de las enzimas proinflamatorias detectados en animales que
recibieron el esteroide podrian obedecer a una menor actividad del NFxB en
presencia de progesterona.
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Figura 5: Niveles de los ARNm correspondientes a IkBo detectados en la médula espi-
nal dorsal de animales controles (CTL), con hemiseccion de su médula espinal (HX)
o hemiseccion y tratamiento con progesterona (HX+PG), 1 dia después de inducida
la injuria espinal. Los valores que se muestran en el grafico corresponden a la media
+ SEM y fueron analizados utilizando ANOVA de una via. Las diferencias estadistica-
mente significativas se detallan utilizando los siguientes simbolos: * p<0.05; ns p>0.05.

Los resultados obtenidos (Fig. 5) muestran que en animales que recibie-
ron progesterona los niveles de expresion de IkBo se encuentran disminui-
dos, sugiriendo un menor potencial de transactivacion de NFkB en presencia
del esteroide, lo cual correlaciona con menores niveles de expresion de iNOS
y COX-2. A su vez, los menores niveles de expresion y actividad de las enzi-
mas proinflamatorias correlaciona con los comportamientos no alodinicos
detectados en estos animales.

En resumen, los resultados muestran una fuerte respuesta glial a la injuria
espinal, con un aumento en la expresion y actividad de enzimas proinflamato-
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rias cuyos metabolitos contribuyen a activar los circuitos espinales de dolor.
La administracion de progesterona atenua la activacion glial y la produccion
de mediadores proalgésicos, logrando mitigar el dolor crénico. En cuanto a los
mecanismos involucrados, los resultados obtenidos sumados a experimentos
aun en marcha sugieren la participacion del factor de transcripcion NFxB, cuya
transactivacion se encuentra disminuida en los animales tratados con proges-
terona.

Consideramos que estos estudios han aportado un mejor conocimiento
de los mecanismos celulares y moleculares involucrados en la generacion
y/o el mantenimiento del dolor crénico, y esperamos que estos conocimientos
favorezcan el disefio de nuevos abordajes terapéuticos y permitan mejorar la
salud y calidad de vida de los pacientes con dolor neuropatico.

ABSTRACT

Progesterone reduces neuropathic pain-associated behaviors and
prevents spinal cord injury-induced increase in COX-2 and iNOS
expression.

Chronic pain develops in nearly 70% of patients with spinal cord inju-
ry (SCI) with a significant impact on functioning, mood and life satisfaction.
Unfortunately, currently available pharmacotherapy has limited efficacy and
adverse side effects. Progesterone, a neuroprotective steroid, may offer a
promising perspective in neuropathic pain modulation.

Although multiple mechanisms may contribute to the development of
chronic pain, the activation of spinal glial cells and the subsequent release of
several mediators, play a central role. In particular, prostaglandins and NO,
mainly released by cyclooxygenase-2 (COX-2) and inducible nitric oxide syn-
thase (iINOS), are key players in the neuroinflammatory reaction activated
after SCI.

In this study, we evaluated the development of pain-associated behaviors
in animals subjected to a spinal cord lesion and receiving either progesterone or
vehicle. By using biochemical, immunohistochemical and molecular techniques,
we investigated the impact of progesterone administration on the expression
and activity of spinal COX-2 and iINOS after SCI, as well as the profile of glial cell
activation. Since this inflammatory response involves the activation of the tran-
scription factor nuclear factor-kB (NF-kB), we also explored the mRNA levels of
the inhibitory protein IkB-a, as an index of NF-kB transactivation.
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Animals subjected to SCI developed both mechanical and thermal
allodynia in their hindpaws. Interestingly, animals receiving progesterone
did not display allodynic behaviors. Injured animals receiving the steroid
presented reduced mRNA levels of the proinflammatory enzymes, as well
as decreased COX-2 activity and nitrite levels, as compared to vehicle-
treated injured rats. Further, animals receiving progesterone exhibited
lower levels of IKB-a mRNA, suggesting decreased NF-kB transactivation.
Progesterone administration also attenuated the injury-induced increase
in the number of astrocytes and microglial cells detected in the dorsal horn.

Our results suggest that progesterone, by modulating early neuroinflam-
matory events triggered after SCI, may represent a useful strategy to prevent
the development of central chronic pain.
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IMPLICANCIAS DEL GEN FMR1 EN LA FISIOPATOLOGIA
DEL OVARIO

Dra. Liliana Dain y Dra. lanina Ferder.
Instittuto de Biologia y Medicina Experimental (IBYME-CONICET)

INTRODUCCION

El gen FMR1es el responsable del Sindrome de Fragilidad del X (SFX),
se localiza en el sitio FRAXA en el brazo largo del cromosoma X (Xq27.3).
En su region 5’ no codificante presenta una zona de tripletes CGG que puede
variar en longitud. Segun el tamafio de la expansion, los alelos se clasifican
en normales (5-44 repeticiones), intermedios (45-54 repeticiones), premu-
tados (55-200 repeticiones) o con mutacién completa (>200 repeticiones).
Mientras que la mutacion completa es la causante del SFX, el estado de
premutacion se asocia a otros 2 desoérdenes clinicos: Sindrome de temblor/
ataxia asociado a la Fragilidad del X (FXTAS), un desorden neurodegenera-
tivo de inicio tardio y a la Insuficiencia Ovarica Primaria (IOP) asociada a la
Fragilidad del X (FXPOI).

Referida comunmente como Falla Ovarica Prematura, la IOP se define
como amenorrea antes de los 40 afios, aumento en los niveles séricos de
FSH (a niveles menopausicos) y bajos niveles de estradiol (hipoestrogenis-
mo) con distintos grados de atresia folicular. Tiene una incidencia del 1%
en mujeres menores de 40 afios y del 0,1% en menores de 30. FXPOl es la
causa genética conocida mas comun de la IOP 46, XX y la premutacion en
FMR1 es responsable del 4-6% de todos los casos de IOP 46, XX. Aproxima-
damente el 2% de las mujeres 46,XX con |IOP aislada y el 14% de la mujeres
46,XX con IOP familiar son portadoras de la premutacién en el gen FMR1.
Asimismo, se ha descripto que alrededor del 20% de las mujeres portadoras
de la premutacion desarrollan IOP, mientras que la prevalencia de la premu-
tacion en controles se estima entre 1/100 y 1/300.

Si bien no se conoce el mecanismo por el cual la premutacién del gen
FMR-1 puede causar la disfuncioén ovarica y la IOP, se postulé que puede
ocurrir una disminucion inicial del nimero de foliculos o una velocidad ace-
lerada de la atresia . Se sabe que la proteina que codifica este gen, FMRP
(Fragile X mental retardation protein), se expresa en altas cantidades en célu-
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las germinales del ovario fetal . Asimismo, se ha descripto que esta proteina
actua como inhibidor de la traduccion de otros ARN mensajeros, formando
parte de los procesos de silenciamiento génicos mediados por miRNAs.

Teniendo en cuenta su funcion, se ha postulado como posible hipotesis
de la patogenia, que un aumento de FMRP en estadios tempranos del desa-
rrollo de los ovocitos podria conducir a una haploinsuficiencia de proteinas
involucradas en este proceso, provocando una disminucién del poolinicial de
foliculos. Sin embargo, y dado que en FXTAS se ha observado un aumen-
to del ARN mensajero del gen como consecuencia de la premutacion, se
postula como mecanismos alternativo la existencia de un aumento del ARN
mensajero en el ovario que ejerza un efecto tdxico en el tiempo, con el con-
secuente incremento de la atresia folicular. Ninguno de estos mecanismos
ha sido aun comprobado en el ovario, mas aun, la funcion fisiolégica de la
proteina en el mismo no esta establecida. No se conoce ademas, si existe
expresion diferencial a lo largo del desarrollo folicular.

Considerando la escasa informacion que existe acerca de FMR1 y su
expresion en ovario, en trabajos previos analizamos la expresion de la pro-
teina FMRP y su mensajero a lo largo de la foliculogénesis en un modelo de
rata . Detectamos que FMRP se expresaba a lo largo de todo el desarrollo
folicular y que la misma aumentaba a medida que el foliculo se desarrollaba.
El patron de expresion del ARN mensajero, por su parte, fue el opuesto al
que se obtuvo para la proteina, ya que se observé menor expresion en los
foliculos mas desarrollados. Estos resultados sugeririan que la expresion del
mensajero y su proteina en el ovario estarian regulados de manera diferente
y posiblemente independiente.

OBJETIVOS

A partir de los antecedentes mencionados, para este trabajo nos propu-
simos analizar si la expresion del ARN mensajero (ARNm) y de la proteina se
regularia por la FSH, la hormona trofica por excelencia del ovario. Asimismo,
iniciamos los estudios para determinar los efectos patolégico que ejerceria la
premutacion en células ovaricas en cultivo.

Metodologia y Resultados:

Para la primer parte del trabajo, se utilizaron ratas prepuberales de
21-23 dias tratadas durante 3 dias con dietilestilbestrol (DES) para enrique-
cer a los ovarios en foliculos antrales tempranos. Pasado ese tiempo, las
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ratas se sacrificaron y se aislaron foliculos antrales tempranos bajo lupa
estereoscopica que se incubaron durante 24 horas en medio de cultivo libre
de suero en presencia de cantidades crecientes de FSH.

Para el estudio de la expresion del mensajero, el ARN se extrajo por
trizol y la expresion de Fmr1 se midié por retrotranscripcion y PCR en tiem-
po Real (RT-gPCR). Para los ensayos de la expresion de FMRP, se realizé
un lisado celular que se sometié a ultracentrifigacion para enriquecer el
extracto en la fraccidn ribosomal y la presencia de la proteina se analizé por
Western —Blot (WB).

La Figura 1 muestra los resultados obtenidos al ensayar la expresion
del ARNm con diferentes cantidades de FSH. Como se observa, no se hallé
diferencias en los niveles de expresion de Fmr1. Como control de la accién
de FSH, se midio la produccion de progesterona (P) por Radioinmunoensa-
yo (RIA) en los medios condicionados de los foliculos en cultivo Como se
esperaba, la produccion de P aumenta a medida que aumenta la concen-
traciéon de FSH.

Figura 1: Estimaciones cuantitativas de los niveles del ARNm de Fmr1 (A) y de Pro-
gesterona (B) en Foliculos Antrales Tempranos
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A: Los valores la expresion de Fmr1 se relativizaron a en condiciones basales (0 ng/
ml). Las barras representan la media + SEM de 2 experimentos independientes, cada
uno realizado por duplicado. p> 0,05 (Test de Kruskal- Wallis). B: Los niveles de pro-
gesterona se midieron en el medio condicionado por RIA. Los valores se expresaron
como pg de progesterona/foliculo. Las barras representan la media £+ SEM de 2 expe-
rimentos independientes, cada uno realizado por duplicado.
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La Figura 2 muestra los resultados del ensayo de expresion de FMRP.
Como se observa, los resultados son similares a los hallados para el ARN.
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Figura 2: WB representativo de la expresion de FMRP en extractos proteicos prove-
nientes de foliculos cultivados con diferentes concentraciones de FSH.

Los valores en ng/ml indican la concentracién de FSH agregada al medio. Se estudio
la expresion de FMRP, la de actina como control de carga y la de S6 como control de
expresion de una proteina ribosomal.

El segundo aspecto que quisimos abordar en nuestro estudio fue el
efecto bioldgico de la introduccion de tripletes en el rango de la premutacion
en una linea celular de células de granulosa humana (KGN). Para tal fin se
transfectaron las células con un plasmido conteniendo tripletes en el rango
normal o de la premutacion, rio arriba de un gen reportero (GFP). Luego de
18, 24 y 48 horas de transfeccion, se observo la fluorescencia emitida dentro
las células mediante microscopia y se midieron los niveles de ARNm del gen
reportero mediante RT-qPCR.

Como se observa en la Figura 3, existiria una tendencia hacia un aumen-
to en los niveles del mensajero de GFP con 95 repeticiones luego de las 18
hs de transfeccion. A las 24 y 48hs esta tendencia se revirtié. En todos los
casos, las diferencias no alcanzaron significancia estadistica.

Asimismo, detectamos una menor cantidad de células que expresan
la proteina GFP, en presencia del plasmido con la premutacion en todos los
tiempos de transfeccidn estudiados, como se observa en la Figura 4.
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Figura 3. Estimaciones cuantitativas de los niveles del ARNm de GFP en células KGN
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Se transfectaron células KGN con plasmidos que contienen 30 o 95 tripletes CGG rio
arriba del gen reportero GFP. Se midieron los niveles de expresion del ARNm de GFP
alas 18 (A), 24 (B) y 48 (C) horas de transfeccion por RT- gPCR. En todos los casos
los valores se relativizaron a la expresion de - gal que se co-transfecto en paralelo y
se compararon con los niveles de ARNm presentes en células transfectadas con 30
tripletes CGG. Las barras representan la media + SEM de 3 experimentos. p> 0,05
(Test de Mann- Whitney).

Figura 4: Expresion de GFP en células KGN en cultivo.
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Se transfectaron células KGN con los plasmidos conteniendo 30 o 95 tripletes CGG
durante 18, 24 y 48 horas. Pasado este tiempo, las células se observaron al microsco-
pio de fluorescencia.

DISCUSION

En los ultimos afios se describié que el estado de premutacion en el gen
FMR1 esta asociado al Sindrome de temblor/ ataxia asociado a la Fragilidad
del X, FXTAS, un desorden neurodegenerativo de inicio tardio y a la Insufi-
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ciencia Ovarica Primaria asociada a la Fragilidad del X, FXPOI. Sin embargo,
y a pesar de las numerosas evidencias que existen acerca de la asociacion
del estado de premutacion del gen con la FXPOI, la expresion y funcion de
FMR1 alo largo del desarrollo folicular ha sido escasamente estudiado, mas
aun considerando que el gen se transcribe y traduce en muchos tejidos, inclu-
yendo el ovario.

Actualmente se propone que la FXPOI se produciria por un efecto toxico
derivado de la expresidon aumentada del ARNm como consecuencia de la
presencia de la premutacion y no por una disminucion en los niveles de la pro-
teina. Sin embargo, este mecanismo se postula por analogia a los estudios
realizados en FXTAS y no se conoce si un aumento del ARNm es también
responsable de la patologia ovarica. Por otro lado, hasta la fecha, no existen
estudios en los que se hayan evaluado los niveles del mensajero de FMR1 en
células de ovario en cultivo.

Como ya se menciond anteriormente, en un trabajo previo demostramos
que la proteina FMRP se expresa a lo largo de todo el desarrollo folicular y
que su expresion es mayor a medida que el foliculo se diferencia. En forma
contraria, el ARNm presenta niveles mayores en foliculos menos desarrolla-
dos . En este trabajo analizamos si su expresion se regularia por la FSH. De
estos ensayos concluimos que esta hormona no regularia la expresion del
gen Fmr1 al menos en el sistema en estudio.

Teniendo en cuenta la escasa informacion acerca de la patogenia de
FXPOI, en una segunda etapa nos interes6 encarar, de forma preliminar, el
estudio de las posibles causas que pudieran estar relacionadas a una disfun-
cion celular ante la presencia de tripletes en el rango de la premutacién en
células ovaricas humanas en cultivo.

Nuestros resultados demostraron que, en concordancia con lo obser-
vado en diferentes experimentos y pacientes con FXTAS, existiria una ten-
dencia hacia un aumento en la transcripcion del gen con tripletes expan-
didos. Sin embargo, seria necesario continuar y confirmar estos ensayos
dado que las variaciones aun no alcanzaron hasta el presente una signi-
ficancia estadistica. Asimismo, la cantidad de células que emitian fluores-
cencia verde a partir del vector reportero fue menor para todos los tiempos
analizados en aquellas células que contenian el plasmido con 95 repeticio-
nes CGG. Una posibilidad para explicar estas diferencias en la expresion
de GFP podria ser que haya una mayor tasa de muerte celular en aquellas
células que contienen 95 tripletes. Considerando que se ha descripto una
disminucion en la viabilidad celular de células transfectadas con tripletes
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en el rango de la premutacioén, esta posibilidad seria valida para el caso de
nuestras células. Sin embargo, a los efectos de comprobar esta hipoétesis,
seria necesario realizar estudios de viabilidad celular en las diferentes con-
diciones de transfeccion.

A nivel neuronal se ha relacionado al estado de premutacion con posibles
efectos apoptoticos en la célula. Si bien nuestros estudios aun no demuestran
que el efecto de la introduccidn de tripletes en el rango de la premutacion resul-
te en un aumento en la apoptosis de las células KGN, los resultados obtenidos
abren la posibilidad de que este mecanismo sea analizado en un futuro.

SUMMARY:

Fragile X Mental Retardation Protein belongs to a small family of RNA-
binding proteins. Its absence or inactivity is responsible for Fragile X Syn-
drome, the most common cause of inherited mental retardation. Despite its
ubiquitous expression, FMRP function and expression remain almost under-
studied in non-neuronal tissues, though previous studies on germline devel-
opment during oogenesis may suggest a special function of this protein also in
ovarian tissue. In addition, the well documented association of FMR1 premu-
tation state with Fragile X-related Primary Ovarian Insufficiency adds interest
to the role of FMRP in ovarian physiology.

In a previous work we demonstrated changes in Fmr1 expression, both at
the protein and mRNA levels in the rat ovary during follicular growth. The aim
of the present work was to investigate if the expression of Fmr1 mRNA and
its protein, FMRP, are regulated by FSH. Follicles from DES treated rats were
cultured with different amounts of FSH during 24hs. Protein expression was
assessed by Western-blot and the level of messenger RNA was assayed by
RT-gPCR. Our results showed no differences in both protein and RNA levels
by the addition of different amounts of FSH.

In addition, we aim to investigate the putative pathogenic effects of the
of the expanded CGG repeat, in ovarian culture. A reporter construct with a
FMR1 5" untranslated region harboring an expanded (premutation) or normal
CGG repeats was transfected into a human tumor granulosa cell line (KGN).
Preliminary results showed that levels of GFP mRNA were higher in cells
transfected with expanded CGG repeats in comparison to those of the normal
range. Moreover, a reduced number of cells expressing green fluorescence
were observed when the expanded vector was transfected.
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ESTUDIO DEL INFILTRADO LINFOCITARIO EN UN MODELO DE
REGRESION TUMORAL INDUCIDA INMUNOLOGICAMENTE

Graciela Isabel Dran
Instituto de Medicina Experimental IMEX- CONICET.
Academia Nacional De Medicina

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Actualmente se acepta que el sistema inmunoldgico (Sl) tiene un papel
importante en la progresion del cancer; existe vasta evidencia acerca de la
inmunidad antitumoral y de los mecanismos de escape que montan ciertos
tumores para evadir la vigilancia inmunoldgical. Las terapias inmunolégi-
cas contra el cancer tienen como finalidad exacerbar la inmunogenicidad
propia del tejido tumoral o bien disminuir la inmunosupresion generada por
el propio tumor2. El modelo experimental utilizado en este trabajo es un
fibrosarcoma murino (MCC) ampliamente usado para estudiar aspectos
de la inmunidad tumoral. Tiene la particularidad de generar en el hués-
ped una fuerte respuesta especifica contra el tumor mediada por células
T, que se manifiesta en etapas tempranas del desarrollo tumoral (hasta
aproximadamente un volumen de 400-500 mm ). Al crecer, dicha respuesta
va desapareciendo para dar paso a un estado de tolerancia inmunolégica
e inmunosupresion sistémica3. En trabajos previos de nuestro laboratorio
desarrollamos un tratamiento inmunoterapéutico (IT) contra el MCC que
consistio en la deplecién de linfocitos B y células T regulatorias, la extirpa-
cién del ganglio linfatico drenante del tumor (TDLN) y la transferencia adop-
tiva de células citotoxicas aisladas a partir de éste, previamente expandi-
das y activadas in vitro. Este tratamiento indujo un marcado aumento de
la sobrevida y hasta un 70% de regresién de tumores ya establecidos4.
Ademas, demostramos que el pasaje de un estadio inmunogénico a uno
tolerogénico, asi como la regresioén inducida por IT, se acompafian de cam-
bios notorios a nivel de la composicion y activacién de las células del TDLN
y otros elementos del S periférico.

El propio tumor esta infiltrado por células inmunes. Una parte sustan-
cial de su estroma esta constituido por células inflamatorias, principalmente
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linfocitos infiltrantes del tumor (TILs), cuyo papel es controvertido5 . Origi-
nalmente, su presencia se consideraba evidencia de una respuesta inmune
activa y se le asignaba un valor prondstico positivo8. Estudios mas recientes
sugieren que por el contrario, los TlLs también estarian involucrados en la
inmunosupresion inducida por el tumor y en la promocion de su crecimiento,
dado que incluyen células anérgicas y/o disfuncionales y predominan clones
supresores9 TILs provenientes de tumores de ratones tratados.

Nuestra hipotesis es que la transicion de un estado de inmunogenicidad
a un estado de tolerancia durante el crecimiento del MCC, asi como su regre-
sion inducida por IT, se deberian reflejar en cambios a nivel de la composi-
cion y/o funcion de los TILs. Para evaluarla, nos planteamos los siguientes
objetivos:

1-  Estudiar histolégicamente tumores MCC en distintos estadios de creci-
miento y en regresion, a fin de caracterizar los TILs y su ubicacion en el
tejido.

2- Aislar el infiltrado linfocitario segun técnicas descriptas previamente10
para caracterizarlo fenotipicamente y medir su capacidad citotéxica
especifica contra células tumorales.

METODOLOGIA

Tumor MCC: El tumor MCC se mantiene por pasajes singeneicos en ratones
BALB/c. Ratones machos de 2- 3 meses de edad se inocularon s.c. con 10
células MCC. El tumor MCC alcanza un tamafio de 180-280 mm al cabo de
las 12-15 dias de inoculadas las células tumorales (estadio de tumor estable-
cido). Al cabo de 30-35 dias post- indculo los tumores alcanzan un tamafio
de 650-950 mm (estadio de tumor avanzado). Los tumores fueron extraidos
en cada una de estos estadios para su estudio.

Tratamiento inmunoterapéutico del tumor MCC: Los ratones portadores
se inyectaron con una unica dosis de Cy (50mg/kg). Tres dias mas tarde se
les extrajo el LN drenante y las células ganglionares se cultivaron por 9 dias
en IL-2 + anti-CD3, para el aislamiento in vitro de linfocitos TCD8+ citotdxicos.
Los mismos se reinocularon i.v. en los ratones donantes (10x10 céls ). Este
tratamiento produce la involucion de un alto porcentaje de tumores a partir de
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5-7 dias después de su administracion. Como controles se utilizaron ratones
no tratados, sham- operados y tratados parcialmente.

Aislamiento de TILs a partir del MCC en crecimiento y en regresion: A
distintos intervalos a partir de la aplicacion del tratamiento, se extrajeron los
tumores estérilmente y se aislaron los TILs por disociacidon mecanica seguida
de sedimentacion sobre Ficoll Hypaque.

Estudio inmunohistoquimico de los TILs: Otro grupo de tumores se fijé en
formalina, se incluyd en parafina y se seccioné. Los cortes se procesaron y
se incubaron con los anticuerpos correspondientes para la deteccidén inmu-
nohistoquimica de las diferentes poblaciones linfocitarias.

Citometria de flujo: Se extrajeron TlLs de los tumores de los distintos gru-
pos experimentales; 5x10 - 1x10 células se marcaron con los anticuerpos
correspondientes a 4°C. Las células positivas se cuantificaron empleando un
citometro de flujo Becton Dickinson.

Anticuerpos monoclonales: Los marcadores de superficie de cada lina-
je celular se identificaron con los siguientes anticuerpos: anti-CD3, CD8 y
CD4 para linfocitos T, CD19 y B220 para linfocitos B, y anti-CD44, CD25
y CD69, como marcadores de activacion. Las células se permebilizaron
para la marcacion intracelular de IFN-gamma; IL-10 y TGF-beta y el factor
de transcripcion FOXP3, el cual es especifico de las células T regulatorias
en raton.

Produccion de citoquinas: Los TILs se cultivaron con diferentes estimulos
y se evalué la produccion de citoquinas en los sonbrenadantes del cultivo
mediante ELISA: IFN-gamma e IL-2 como citoquinas del tipo Th1, e IL-4 e
IL-10 como caracteristicas de respuesta Th2.

Actividad citotoxica de los TILs contra cultivos de MCC: Se evalu¢ la
capacidad de los TILs de lisar células de MCC in vitro a través del Jam Test.
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RESULTADOS
1. Protocolo inmunoteraéutico contra el tumor MCC:

Consiste en una dosis subtoxica de Ciclofosfamida + la extraccion del
ganglio drenante del tumor (TDLNXx) + la transferencia adoptiva de células
citotoxicas autdlogas expandidas y estimuladas previamente ex vivo (TA).

INMUNOTERAPIA
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2. Seguimiento de las células utilizadas para transferencia adoptiva (TA)
Las células de la TA marcadas con CFSE se hallaron en los ganglios

linfaticos, bazo y en el tumor a partir del dia 5. Permanecen alli al menos
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3. Estudio de los cambios producidos por la inmunoterapia a nivel
los TILs

La inmunoterapia aumenta la infiltracion linfocitaria. Se muestra el ana-
lisis histologico del tumor MCC sin tratamiento (A), y 7 (B) y 15 (C y D) dias
después de iniciado el tratamiento.

No tratados

Tratados

A) Tumores sin tratar: Tejido tumoral conservado, se observan células gran-
des con numerosas figuras mitéticas e infiltrado leucocitario tumoral escaso.

B) Tumor en el inicio de la regresién: Se observa la presencia de un foco
de infiltrado predominantemente linfocitario (circulo) con una zona de muerte
celular (necrosis) incipiente en su centro. Alrededor, el parénquima tumoral
junto con su estroma se encuentran conservados.

C-D) Tumor en estado avanzado de regresion: Se observa la presencia de
numerosos focos de infiltrado predominantemente linfocitario (circulos) en
las zonas de muerte celular (necrosis) al mismo tiempo que se puede apreciar
la coalescencia de las mismas. En la periferia, tanto el parénquima como el
estroma tumoral se encuentran conservados con limites bien delineados con
las zonas de necrosis y sin zonas de transicion.
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4- N° de linfocitos infiltrantes:
La IT produce un aumento significativo en el numero total de linfocitos
que infiltran el tumor.
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5- Composicion fenotipica de los TILs

El tratamiento indujo un aumento en el porcentaje linfocitos CD8+ en el
infiltrado tumoral, respecto de los TlLs de tumores no tratados. En ratones
tratados ademas, la poblacion TCD8+ contiene mayor proporcion de células
activadas que expresan CD25.

No tratados Tratados

8 8

=4 =
)
E:
3
8

10.13% 21.80%
10 10" 10° 10° 10 10° 107 10 10
FL2-Height FL2-Height
CcD8
No tratados Tratados
(23.78%)

(9.78%)

FL3-Height
102

10!

109

T 10° 10° 0
FL2-Height cD8

10° 10 10° 10"

10°
FL2-Height




136 Anales 2010-2012

40
B No tratados

@ 3. = —— E Tratados
2
©
o
—
£ 204
]
o
X 10

0-

CcDs8 CD8/CD25

A nivel de la poblacion TCD4+ dentro de los TILS, la IT aumenté su
namero y proporcion relativa, y dentro de esta, se produjo un incremento de
linfocitos T CD4 CD25+ Foxp3- ( activados) , y una disminucion de aquellos
regulatorios (T CD4 CD25+ Foxp3+). Por ultimo, la IT indujo un aumento de la
relacion CD8+/CD4+ (indicadora de actividad citotoxica en el tumor).
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Relacién CD8/CD4
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En cuanto a la poblaciéon de linfocitos B, los TILs de tumores en regresion
presentaron un menor porcentaje de linfocitos B (B220+), los cuales segun
nuestros estudios previos tienen un papel inmunosupresor .
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6- Actividad citotoxica contra células MCC in vitro:

Se observo que los TILs provenientes de tumores de ratones tratados
(en regresion) presentan mayor actividad citotoxica especifica contra células
MCC en cultivo que aquellos aislados de tumores en crecimiento.
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CONCLUSIONES

Los linfocitos infiltrantes del tumor o TILS estan en contacto directo con
las células malignas e interactian con ellas a varios niveles. Si bien el alcan-
ce y los efectos de esta interaccion no estan esclarecidos totalmente11, es
esperable que sus caracteristicas definan o respondan a cambios en la biolo-
gia tumoral. La observacion frecuente de células T infiltrando el tejido tumoral
fue originalmente interpretada como evidencia del reconocimiento y montaje
de unarespuesta, y por lo tanto un factor prondstico positivo. Sin embargo, es
excepcional que los TIL induzcan el rechazo espontaneo del tumor una vez
que éste se encuentra establecido. Aun en canceres humanos, a pesar del
considerable progreso en la identificacion de antigenos asociados a tumores
y del avance en los esquemas de vacunacion, aun en tumores altamente
inmunogénicos como el carcinoma renal y el melanoma, se observa que el
tumor establece multiples redes inmunosupresoras que se propagan interfie-
riendo con su reconocimiento y eventual rechazo. La importancia del estudio
de los TIL reside no solamente en su valor prondstico sino también en la
creciente cantidad de estudios que planean su uso potencial como blanco de
tratamientos inmunoterapéuticos13 .
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En trabajos previos, a partir de un fibrosarcoma murino fuertemente inmu-
nogénico (MCC) que genera una robusta respuesta inmune, caracterizamos
algunos de los fendmenos que tienen lugar a nivel del los ganglios linfaticos,
bazo y sangre durante el crecimiento tumoral.. En este estudio nuestro objetivo
fue estudiar las modificaciones que se producen intratumoralmente, a nivel de
las células inflamatorias que lo infiltran en diferentes etapas de su desarrollo,
en particular durante su fase inmunogénica, tolerogénica y cuando se encuen-
tra en regresion como consecuencia de un tratamiento inmunoterapéutico.

Los resultados obtenidos nos permiten concluir que la pérdida de inmu-
nogenicidad del tumor es acompafiada por una notable disminucion en el
numero de TILs y dentro de éstos, un aumento en la proporcién de células
regulatorias. Contrariamente, dentro de los tumores en remision, los TILs
son abundantes y se encuentran agrupados en focos donde mas adelante se
inicia la necrosis del tejido.

Estos focos tienen un predominio de células T CD4 y CD8 activadas y
con mayor capacidad citotoxica que aquellos TILs aislados de tumores no tra-
tados. A partir de estos resultados comenzamos a investigar los mecanismos
involucrados en el reclutamiento diferencial de las células inflamatorias al
tumor y/o en su activacion in situ. En particular estamos evaluando el patron
de quimiocinas y citoquinas secretadas por las células tumorales y estroma-
les en los distintos estadios.

RESUMEN

Las inmunoterapias del cancer tienen como objetivo favorecer la inmu-
nogenicidad del tumor a fin de propiciar su reconocimiento y eliminacié por
parte del sistema inmune del huésped. La especificidad y carencia de efec-
tos secundarios le brindan beneficios sobre las terapias convencionales. Sin
embargo, la principal limitacion consiste en sobrepasar la inmunosupresion
que el propio tumor genera.

El tumor MCC es un fibrosarcoma murino inducido por metilcolantreno,
ampliamente utilizado para estudios sobre inmunidad tumoral. El indculo de
las células MCC en ratones BALB/c genera una fuerte respuesta especifica
antitumoral mediada por linfocitos T. A medida que el tumor crece, ésta decae
gradualmente y desaparece dando lugar a un estado de tolerancia inmuno-
I6gica contra el tumor e inmunosupresion sistémica. En trabajos anteriores
disefiamos un protocolo inmunoterapéutico efectivo contra este tumor, que
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consiste en una dosis subtdxica de ciclofosfamida seguida de la ablacion del
ganglio drenante del tumor y la transferencia adoptiva de células citotoxicas
autdlogas previamente activadas ex vivo. Este tratamiento indujo la regre-
sion completa del 63% de los tumores y el enlentecimiento de aquellos tumo-
res que no remitieron. Asimismo describimos los cambios que tienen lugar
durante la regresion del tumor a nivel de las poblaciones celulares de los
ganglios linfaticos drenantes. El objetivo de este trabajo consistio en analizar
un posible rol de los TILs en el crecimiento y regresion tumorales. Especifi-
camente comparamos las propiedades del infiltrado linfocitario presente en
tumores MCC en crecimiento con aquellos presentes en tumores en regre-
sion en cuanto a su composicion y funcion. Los tumores fueron estudiados
por técnicas histolégicas e inmunohistoquimicas. Luego, se aislaron los TILs
y se analizé su fenotipo por citometria de flujo. Por ultimo, se extrajeron célu-
las T CD8 a partir del infilirado tumoral de ambos grupos experimentales y se
midio su capacidad citotdxica anti- MCC en cultivo.

Determinamos que los tumores en regresidn presentan mayor nimero
de TILs por gramo de tumor, con inversion de la relacion TCD4/TCD8 res-
pecto de aquellos en crecimiento. Su analisis histologico indico que los TILs
se encuentran agrupados en acumulos rodeando zonas de muerte celular,
contrariamente a aquellos presentes en tumores en crecimiento, que son
escasos y se encuentran dispersos homogéneamente en el tejido. La inmu-
noterapia indujo un aumento en la proporcion de linfocitos TCD8 activados
conjuntamente con un aumento en su citotoxicidad especifica in vitro. Tam-
bién, redujo la proporcion de células T regulatorias y de linfocitos B. Los resul-
tados permiten concluir que durante la regresion inducida inmunolégicamen-
te, el infiltrado linfocitario cambia en cuanto a su disposicion espacial, a su
composicion y funcion, predominando focos de necrosis y células citotoxicas
activadas y disminuyendo la proporcidn de células regulatorias.

ABSTRACT

The role of the host immune system in the control of cancer has been
assessed for several years; nowadays it is vastly accepted that the antitumor
immunity occurs and that tumors have developed mechanisms to escape
immune control. The murine sarcoma MCC is a widely used model for study-
ing tumor immunity, given that tumor implant leads to a strong T cell- mediated
specific immune response. As the tumor grows, this response progressively
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decreases and disappears leading to a state of systemic immune suppression
and tumor tolerance. In previous studies we have designed an immune-thera-
peutic protocol (IT) against MCC which induced 63% of tumor regression and
the lower growth of tumors that did not undergo remission. One of the main
components of the immune system in close contact with tumor tissue are the
tumor infiltrating lymphocytes (TILs). The presence of TILs has been classically
associated with a favorable prognosis in patients. However, new aspects relat-
ed to arole of TILs as negative modulators of the anti-tumor response are cur-
rently being investigated. The aim of this work was to study the composition and
role of TILs infiltrating growing tumor and to compare them with TILs from IT-
treated regressing tumors. Histological analysis, TILs isolation and phenotyp-
ing were performed. Results indicated that tumors in remission after IT showed
a markedly higher number of TILs. Among them, the rate CD8/CD4 was invert-
ed compared to non- treated tumors. Regressing tumors showed increased IFN
gamma expressing- CD8+T cells and decreased B cells and Treg proportion.
Moreover, TILs from regressing tumors exhibit higher cytotoxicity against MCC
cells in culture than those from growing tumors. We concluded that regressing
tumors are more profusely infiltrated and that among TILs, there are less sup-
pressor cells and more cytotoxic cells around foci of necrotic tissue.
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RESUMEN

La melatonina producida y secretada por la glandula pineal durante la
fase de oscuridad diaria, juega un rol clave en el control de los ritmos circa-
dianos corporales y de ciertas funciones fisioldgicas (Reiter, 1991). Ademas
de su acciodn regulatoria sobre el eje hipotalamo-hipoéfiso-testicular, esta neu-
ro-hormona liberada a circulacién general desde la glandula pineal, alcanza
el testiculo ejerciendo acciones directas sobre la génada. En este contexto,
hemos descripto previamente un rol modulatorio negativo de la melatonina
sobre la produccién de androgenos testiculares en el hamster Dorado. El
hamster Dorado es una especie que presenta ciclos reproductivos anuales
controlados por el fotoperiodo y la secrecion pineal de melatonina (Bartke,
1985). Dicho efecto inhibitorio de la melatonina sobre la sintesis testicular
de testosterona es ejercido a través de receptores melatoninérgicos del sub-
tipo mella e inhibicion de la expresion de la proteina de regulacion aguda
de la esteroidogénesis (StAR) y enzimas esteroidogénicas claves (P450scc,
3B-hidroxi-esteroide deshidrogenasa y 173-hidroxi- esteroide deshidrogena-
sa). Involucra ademas, la participacion de la hormona liberadora de cortico-
tropina (CRH), receptores CRH-R1 localizados en las células de Leydig, inhi-
bicion de la actividad de fosfatasas de tirosinas, y la consiguiente disminucién
en el grado de fosforilacion de proteinas quinasas activadas por mitégenos
(P42/44 y INK46/54) y en los niveles de expresion de factores de transcrip-
cion (c-fos y c-jun) (Frungieriy col., 2005; Rossi y col., 2012).

[143]
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Los principales componentes del sistema melatonina/CRH descripto en
el testiculo del hamster Dorado y asociado a la inhibicion de la produccion de
andrégenos, se hallan también presentes en células de Leydig del testiculo
humano (Rossi y col., 2012). Sin embargo, las células de Leydig no son el
unico blanco de la melatonina en la génada masculina. Mediante la técnica
de microdiseccion por captura laser, se aislaron macréfagos y mastocitos tes-
ticulares a partir de biopsias de pacientes que presentan hipoespermatogé-
nesis o sindrome de sélo células de Sertoli. Estudios posteriores de RT-PCR
nos permitieron establecer que estas células inmunes del testiculo expresan
receptores melatoninérgicos (Figura 1).
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Figura 1. Localizacion de macréfagos inmunorreactivos para la glicoproteina CD68
(Panel A) y mastocitos inmuno-positivos para la proteasa de serinas triptasa (Panel B),
en testiculos de pacientes que presentan infertilidad idiopatica.

Los macrofagos y mastocitos testiculares fueron aislados mediante la técnica de
microdiseccion por captura laser. Para ello, las células de interés fueron inicialmente
delimitadas y posteriormente capturadas en un microtubo estéril. Las imagenes ilus-
tran las biopsias antes y luego de finalizado el proceso de microdiseccion, respectiva-
mente. Barra 25 ym.

Posteriormente, se evalué mediante RT-PCR, la expresion de los receptores melato-
ninérgicos Mella (78pb) y Mel1b (422pb).

Estos resultados iniciales nos permiten sugerir que la melatonina no solo
participaria en la regulacion local de la esteroidogénesis, sino que podria
modular también la actividad de ciertas células inmunes en el testiculo.

La presencia de macrofagos y mastocitos ha sido descripta en el tes-
ticulo de practicamente todos los mamiferos. En la génada humana, estas
células inmunes se localizan principalmente en el espacio intersticial, aunque
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en biopsias de pacientes infértiles, son también detectadas en la pared de los
tubulos seminiferos (Meineke y col., 2000; Frungieriy col., 2002a).

Los macréfagos producen y secretan mas de 100 factores diferentes,
incluyendo citoquinas y mediadores solubles (Hedger, 1997). Los masto-
citos son capaces de secretar una amplia variedad de moléculas modula-
doras, entre ellas, proteoglicanos, prostaglandinas, citoquinas, factores de
crecimiento y proteasas. Estas células inmunes son ampliamente conocidas
por su participacion en procesos inflamatorios. Sin embargo, en el testiculo,
parecieran estar implicadas ademas, en la regulacion de la esteroidogénesis,
actividad de las células de Sertoli, supervivencia de las células germinales y
generacion de eventos fibréticos en la pared de los tubulos seminiferos (Sun
y col., 1993; Aguilar y col., 1995; Kmicikiewicz y col., 1999; Meroni y col.,
2000; Meineke y col., 2000; Frungieri y col., 2002a y 2002b; Theas y col.,
2008; Winnall y col., 2011; Winnall y Hedger, 2013).

En este trabajo de investigacion se determind, de manera original, la con-
centracion de melatonina en biopsias testiculares de pacientes que presentan
infertilidad idiopatica, empleando un ensayo de ELISA. Los valores obtenidos
oscilan entre 100 y 200 fmol/g de tejido. Se observoé una correlacion inversa de
la concentracion testicular de melatonina con el nUmero de macréfagos gona-
dales (r = 0.66, p <0.05) y la expresion testicular de TNFa (r = 0.73, p <0.05),
IL18 (r = 0.86, p <0.05) y de ciclo-oxigenasa 2 (COX2, enzima clave en la bio-
sintesis de prostaglandinas) (r = 0.88, p <0.05). Sin embargo, la concentracion
testicular de melatonina no mostré correlacién alguna con el niumero de mas-
tocitos gonadales, aunque describié una correlacion directa con la expresion
testicular de las enzimas anti-oxidantes catalasa (r = 0.76, p <0.05), peroxirre-
doxina 1 (r = 0.78, p <0.05) y superoxido dismutasa 1(r = 0.81, p <0.05).

Ante la imposibilidad de realizar estudios funcionales en biopsias tes-
ticulares humanas, hemos empleado modelos experimentales alternativos
a fin de investigar el rol ejercido por la melatonina sobre las poblaciones de
macrofagos y mastocitos.

Los resultados obtenidos empleando macréfagos testiculares purificados
a partir de testiculos de hamsteres Dorados, y la linea celular de macréfagos
humanos no testiculares THP-1, describen una accion inhibitoria ejercida por
melatonina sobre la actividad metabdlica celular y la expresién del antigeno
nuclear de proliferacion celular (PCNA), sin afectar la viabilidad. Ademas, la
presencia de melatonina en el medio de incubacion de macréfagos humanos
THP-1 y macréfagos testiculares del hamster, disminuy6 la expresioén de las
citoquinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-1[3, asi como la expresion de COX2.
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Cuando la linea celular de mastocitos humanos (HMC-1) fue incubada en
presencia de melatonina, se detecté un aumento significativo en la expresién
de proteasas de serinas (triptasa y quimasa) y las enzimas anti-oxidantes
previamente mencionadas, asi como también una marcada disminucién en
la produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS) que fue determinada
a través de la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia resultante de
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Figura 2. Efecto de melatonina sobre la generacion de ROS en mastocitos humanos
HMC-1. A) El grafico representa el delta (A) de intensidad de fluorescencia cuantificada
cada 5 minutos durante un periodo de 70 minutos, y expresada en unidades arbitrarias
(u.a). B) Comparacion de la fluorescencia generada luego de 70 minutos, en los grupos
experimentales analizados: B (células sin tratamiento con melatonina), Co (grupo con-
trol; H2DCFDA, sin células) y presencia de melatonina (0,1 uM y 0,0001 uM). Diferentes
letras denotan diferencias significativas (p < 0,05; Test Student-Newman-Keuls).

Los resultados alcanzados sugieren un rol anti-proliferativo de la mela-
tonina sobre la poblacion de macréfagos testiculares, pero también un rol
anti-inflamatorio de esta neurohormona, afectando la produccion de citoqui-
nas y prostaglandinas. Contrariamente al rol anti-proliferativo en macréfa-
gos, melatonina no ejerceria efecto alguno sobre la tasa de proliferacion en
mastocitos de la génada. No obstante, se detectaron acciones anti-oxidantes
de esta indolamina sobre la poblacion mastocitaria. Nuestros estudios son
avalados por numerosas investigaciones previas que describen la capacidad
protectora de melatonina ante el dafio oxidativo (Reiter y col., 2003; Mayo y
col., 2002; Rodriguez y col., 2004). Ademas, melatonina disminuy®6 significati-
vamente la relacién pro-apoptética BAX/BCL-2 en macréfagos THP-1 y mas-
tocitos HMC-1. Estos resultados nos sugieren que la funcién anti-oxidante
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de melatonina sobre los mastocitos testiculares, se encontraria asociada a
eventos anti-apoptoticos (Figura 3).
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Figura 3. Representacion esquematica del efecto de melatonina en células inmunes
del testiculo.

En los macroéfagos testiculares, melatonina participa en la modulacién de la pro-
liferacion y la expresion de COX2 (enzima clave en el camino biosintético de las pros-
taglandinas), ciertas citoquinas pro-inflamatorias (TNF-a e IL-13) y genes apoptéticos
(BAX/BCL-2), sugiriendo una importante funcién anti-inflamatoria y anti-proliferativa
de esta indolamina.

En los mastocitos gonadales, melatonina induce la expresién de las proteasas
de serinas (triptasa y quimasa). Ademas, melatonina inhibe la generacién de ROS y
modula la expresion de enzimas anti-oxidantes y de genes apoptoticos, sugiriendo un
papel anti-oxidante de esta hormona en mastocitos del testiculo humano.

En resumen, este trabajo de investigacion describe acciones locales de
la melatonina en diferentes poblaciones celulares somaticas del testiculo.
Ademas de su conocida accion sobre el eje hipotalamo-hipdéfiso-testicular,
en el testiculo humano, la melatonina desempefiaria un rol de importancia en
la modulacion del ambiente inmunoldgico a través de sus acciones sobre las
poblaciones locales de mastocitos y macrofagos, y por consiguiente, sobre el
desarrollo de respuestas anti-proliferativas, anti-inflamatorias y anti-oxidantes.

En consecuencia, la melatonina no solo modularia la actividad testicu-
lar en especies de reproduccion estacional controlada por el fotoperiodo,
sino también en especies reproductivamente independientes del fotoperiodo
como el hombre, particularmente, en situaciones que conlleven a una esper-
matogénesis reducida o alterada.
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ABSTRACT

Melatonin regulates testicular function acting through two independent
mechanismes: 1) via its action on the hypothalamus and pituitary, and 2) direct-
ly at the testicular level.

We have previously described that melatonin inhibits androgen produc-
tion in hamster Leydig cells via melatonin subtype 1a (mel1a) receptors and
the local corticotropin releasing hormone (CRH) signaling pathway. Melatonin
and all components of the melatonergic/CRH system are detected in Leydig
cells of infertile men. Furthermore, melatonergic receptors are also found in
macrophages and mast cells of the human testis. In biopsies of patients with
idiopathic infertility (i.e. patients suffering from hypospermatogenesis or Ser-
toli cell only syndrome), melatonin testicular concentrations were negatively
correlated with macrophage number and the expression of TNFa, IL13 and
cyclooxygenase 2 (COX2), but positively correlated with the expression of the
anti-oxidant enzymes SOD1, peroxiredoxin 1 and catalase.

In both the human non-testicular THP-1 macrophage cell line and pri-
mary cell cultures of hamster testicular macrophages, melatonin inhibited
proliferation and the expression of pro-inflammatory cytokines and COX2.

In the human HMC-1 mast cell line, melatonin increased the expression
of anti-oxidant enzymes and decreased reactive oxygen species (ROS) gen-
eration.

Thus, our results reveal new cell targets of melatonin in the testis. In
testicular macrophages, melatonin describes anti-proliferative and anti-
inflammatory effects. Furthermore, melatonin might provide protective effects
against oxidative stress in testicular mast cells.
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EFECTO REGULATORIO SOBRE EL NEUROTROFISMO DE
LASINMUNOFILINAS FKBP51 Y FKBP52.

Hector R. Quinta, Cristina Daneri-Becerra y Mario D. Galigniana.
Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IBYME-CONICET),
Vuelta De Obligado 2490, C.a.b.a. (C1428)

INTRODUCCION

Las inmunofilinas (IMMs) son proteinas que unen drogas inmunosupre-
soras tales como la ciclosporina A, en cuyo caso pertenecen a la subfamilia
de las ciclofilinas (CyPs), o bien unen al macrolido FK506 (o tacrolimus), en
cuyo caso pertenecen a la subfamilia FKBPs (por FK506-binding proteins)
1. El fendmeno de la inmunosupresion depende exclusivamente de las IMMs
de mas bajo peso molecular de cada subfamilia (i.e., CyP17 y FKBP12, de
17-kDa y 12-kDa respectivamente) [21, mientras que las otras proteinas de
mayor peso molecular no participan de este proceso, si bien conservan los
dominios estructurales que les permiten interaccionar con la droga [31.

A pesar de su abundancia en los distintos tipos celulares, la funcién bio-
I6gica de las IMMs de alto peso molecular es poco conocida. Las IMMs fue-
ron originalmente descriptas como parte de los heterocomplejos asociados a
los receptores esteroidales [41. Tal asociacidn ocurre via la chaperona Hsp90
que se encuentra unida al receptor y es esencial para que el mismo tenga
alta afinidad por su esteroide. Las IMMs se unen a Hsp90 via su dominio TPR
(tertratricopeptide repeats), o secuencias de 34 aminoacidos que se repiten
en tandem y participan de interacciones proteina-proteina.

Nuestro laboratorio fue el primero en asignarle a las IMMs de alto peso
molecular una funcién bioldgica definida: regulan el transporte hacia el
nucleo del receptor [81. En tal sentido, FKBP52 interacciona con el complejo
motor dineina/dinactina el que es reclutado al receptor de manera esteroide-
dependiente, favoreciendo asi su retrotransporte. Por otra parte, debido a
que FKBP51 no se asocia al complejo motor, dificulta la translocacién del
receptor al nucleo, tal que el balance FKBP52/FKBP51 seria el responsable
de la mayor o menor acumulacion nuclear del factor transcripcional [61. Estos
hallazgos fueron confirmados por otros laboratorios y, mas recientemente,

[151]



152 Anales 2010-2012

este modelo se extendio a la relocalizacion subcelular de otros factores trans-
cripcionales tales como p53, RAC3, ecdisomay NFkB [1, 7, 8]. Luego, encon-
tramos que FKBP51 y FKBP52 también poseen propiedades antagonicas
sobre la actividad transcripcional de esos mismos factores nucleares, siendo
inhibitoria la accién de la FKBP51 (excepto en la respuesta androgénica) y
estimulante la de la FKBP52 [91.

Debido a que ambas FKBPs son 50 veces mas abundantes en el SNC
que en los tejidos de origen mesodérmico en donde se las describi6 original-
mente, nos interesamos por su rol bioldgico en el tejido nervioso. En ensayos
preliminares observamos que cuando se tratan células de neuroblastoma
murino indiferenciadas con la droga FK506, en muy poco tiempo (3-4 h)
adoptan un fenotipo neuronal. Ademas de inducirse la expresion de FKBP52
(no asila de FKBP51), aquélla IMM se relocaliza de la periferia nuclear al cito-
plasma, concentrandose en terminales axénicos y en puntos de ramificacion
axonal. Ello nos llevo a plantear el estudio del posible rol biolégico de estas
IMMs en el proceso de diferenciacion neuronal, y si estas observaciones
realizadas in vitro tienen su correlato in vivo.

MATERIALES Y METODOS

»  Cultivos celulares: Se utilizaron células indiferenciadas N2a (neuroblas-
toma murino) crecidas en un medio constituido por partes iguales de
DMEM vy Opti-MEM (Invitrogen) suplementado con 5% de suero fetal
bovino (Internegocios) y 2 mM glutamina (Sigma). Los cultivos primarios
de células hipocampales murinas se realizaron con células aisladas en
el dia 17 de gestacion siguiendo el método descripto en la literatura [10].
Las transfecciones se realizaron utilizando 1 pg de plasmido por placa
de 35 mm con 1 ml de medio segun el método de precipitaciéon con fosfa-
to de calcio 9. Los plasmidos utilizados fueron pCIl-Neo-flag-hFKBP51,
pCI-Neo-hFKBP52 o vector vacio. Las estimulaciones con FK506 se
realizaron a los tiempos indicados con una concentracion final de 1 yM
disuelta en DMSO como vehiculo.

*  Respuesta biolégica al dafo tisular y regeneracién in vivo: Se uso el
modelo de lesion de médula espinal por cirugia a nivel de la vértebra
toracica T8-T10 [11] en ratones C57/bl6 tratados con FK506 (3 mg/Kg,
dosis unica intraperitoneal) durante dos semanas. La evaluacion de la



Fundacién Alberto J. Roemmers 153

recuperacion se hizo usando el test BBB (Basso, Beattie & Bresnahan
locomotor rating score) [12]. La escala para el escore también respondio
a lo descripto en la literatura. La neuroproteccion se estudid por shock
isquémico. La muerte neuronal se evalué por TUNEL en cortes del
hemisferio ipsilateral, usandose el contralateral con fines comparativos.

* Inmunofluorescencias Indirectas: Las células fueron crecidas sobre
cubreobjetos pretratados con poli-lisina. La fijacion se realizé durante
30 min en 4% p-formaldehido. Los anticuerpos utilizados fueron UP30
policlonal de conejo contra FKBP52 (donado por Dr. William B. Pratt),
MG19 monoclonal de ratdon (desarrolado en el laboratorio) 6 policlonal
de conejo (Affinity Bioreagents) anti-FKBP51, JJ3 monoclonal anti-p23
(Affinity Bioreagents), 8D3 IgM monoclonal de raton anti-Hsp90 (donado
por Dr. William B. Pratt), monoclonal de rata contra Br-uridina (Abcam), y
el correspondiente contra-anticuerpo marcado con Alexa (488, 546, 647)
de Molecular Probes. El miscroscopio confocal es un Karl Zeiss LSM710.

»  Western blots: Las células o tejidos fueron homogenizados en buffer 10
mM Hepes a pH 7,4 suplementado con 1 mM EDTA, 20 mM molibdato
de sodio, 20 mM NaCl y 0,1% SDS. Las proteinas fueron resultas por
PAGE/SDS seguido de Western blot, el que se reveld por ECL. Los anti-
cuerpos (no descriptos en el item anterior) fueron: monoclonal de ratén
anti-Hsp72/73 (StressGen), AC88 monoclonal de raton anti-Hsp90af
(StressMarq), A3S monoclonal de conejo anti-histona H3 (Upstate), HM2
monoclonal de ratén anti- Map-2 (Sigma), TUJ1 monoclonal anti-Tau-1
(Chemicon), y anticuerpos secundarios-HRP (Sigma). Las membranas
para electrotransferencia fueron Immobilon-P (Millipore).

RESULTADOS

FK506 favorece la diferenciacion neuronal en lineas celulares y
cultivos primarios.

La Fig.1-A muestra que las células N2a de neuroblastoma murino cam-
bian su morfologia luego de ser incubadas durante 3 h con 1 yM FK506. De
redondeadas pasan a ser fusiformes y emiten prolongaciones polarizadas.
Al cabo de 24 muestran un fenotipo neuronal. Las imagenes de inmunofluo-
rescencia indirecta obtenidas por microscopia confocal para la inmunofili-
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na Hsp90 y sus cochaeronas asociadas FKBP52 y p23 muestran que en
las células indiferenciadas, las tres proteinas se concentran en la periferia
nuclear

FK506 - +
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Fig.1. Efecto neurodiferenciador de FK506. A). Cambios fenotipicos de células N2a en
funcion del tiempo y redistribucion subcelular de las chaperonas por microscopia confo-
cal. B). Induccioén de chaperonas y marcadores neuronales en presencia de FK506 (24 h).
formando una estructura anular, pero que luego de ser incubadas con FK506 abando-
nan el nucleo diseminandose en el citoplasma concentrandose en el terminal axénico
y puntos de ramificacion. Todos estos resultados también se obtuvieron con células
embrionarias aisladas de hipocampos murinos en el dia 17 de gestacién (no mostrado
en la figura).

La Fig.1-B muestra que, ademas de inducirse los marcadores neuronales esperados
(BlI-tubulina, Map2 y Tau) como consecuencia de la diferenciacion gatillada por FK506,
las chaperonas también se inducen, excepto FKBP51. Debido a los cambios en la expre-
sion de proteinas del citoesqueleto, se utilizd a la histona H3 como control de carga.

El complejo de chaperonas es intranuclear y se asocia a la lamina. Al
estudiar la naturaleza de las estructuras perinucleares las encontramos aso-
ciadas a la heterocromatina que se localiza aledafia a la envoltura nuclear. La
Fig.2-A muestra su colocalizacion con lamina B. Los mismos resultados cua-
li-cuantitativos se lograron con células indiferenciadas aisladas del hipocam-
po de embriones de rata de 17 dias de gestacion. Contrariamente a FKBP52,
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FKBP51 se distribuye de manera difusa en las células indiferenciadas y se
concentra en la periferia nuclear cuando las células se diferencian (fotos no
mostradas).
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Fig.2. Asociacién de las chaperonas con areas heterocromatinicas. A). La micros-
copia confocal muestra colocalizacién con lamina B. B). Las areas perinucleares se
transforman en transcripcionalmente activas cuando las chaperonas se dispersan en
el citoplasma en presencia de FK506. C). Coinmunoprecipitacion de FKBPs, Hsp90 y
p23 con lamina B. La primera calle corresponde a una IgG no especifica. Notar la pér-
dida de Hsp90 y FKBP52 y el reclutamiento de FKBP51 luego de exponer las células
a1 uM FK506 por 24 h.

Ello indica que FKBP51 podria ocupar los sitios dejados por FKBP52 durante las eta-
pas tempranas de la diferenciacion. La purificacion de la envoltura nuclear por méto-
dos bioquimicos convencionales [13] y la subsiguiente inmunoadsorcién de lamina B
resultd en la coinmunoprecipitacion de Hsp90, p23 y FKBPs. La presencia de FK506
intercambia a FKBP52 por FKBP51 en estos complejos perinucleares, y libera a Hsp90
y p23, las que se redistribuyen en el citoplasma tal como se observé por microscopia
confocal en la Fig. 1-A.

La sobreexpresion de FKBP52 favorece la diferenciacion neuronal. La
Fig.3-A muestra la progresion temporal del crecimiento de neuritas en pre-
sencia de FK506 comparado con células tratadas con ciclosporina A (CsA),
un agente inmunosupresor que media su accion via ciclofilinas de manera
idéntica a la de complejos FK506°FKBP12 [2, 14]. Claramente, el efecto dife-
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renciador es dependiente de una FKBP y no esta relacionado con la accién
inmunosupresora, ya que CsA carece de efecto.

Por otra parte, debido a que FK506 se une con afinidad equivalente a
ambas IMMs, FKBP51 y FKBP52 [14], nos preguntamos cual de las dos pro-
teinas es la mas relevante para tal efecto. La Fig. 3-B muestra que el largo
neuronal de células transfectadas con FKBP52 es significativamente mayor
que en los controles, mientras que el efecto opuesto se observé en célu-
las que sobreexpresan FKBP51.FK506 posee accion neurorregeneradora.
Para explorar si FK506, ademas de ser una droga neurotréfica, posee accion
neurorregene-radora, se generoé un dafio con el extremo de una aguja en los
cultivos de neuronas hipocampales aisladas de embriones murinos. Luego
de generar la herida en el cultivo, las células fueron incubadas con FK506
o vehiculo (DMSO) en los controles, observandose la potencial presencia
de neuritas cruzando la herida en los cultivos tratados con FK506. La Fig. 4
muestra que aquéllas células incubadas con vehiculo no fueron capaces de
recuperar sus neuritas (notar

que el “canal” esta vacio, flecha). En cambio, los cultivos estimulados con
el ligando de las IMMs muestran un alto nimero de neuritas cruzando el espa-
cio vacio de la herida. Notar también que FKBP52 (verde) se ha diseminado
desde el nucleo a todo el citoplasma dando una coloracion amarilla sobre el
fondo rojo de BllI-tubulina, lo que se condice con lo observado en la Fig.1-A.
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Fig.3. Accion neurotréfica de FKBPs. A). Efecto trofico de FK506 comparado con ciclos-
porina A. B). Largo neuritico en células transfectadas con FKBP51 (51) y FKBP52 res-
pecto del control (C).
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Fig 4. Neuronas hipocampales piramidales cultivadas por 19 dias se “hirieron” con el
extremo de una aguja (flecha). Luego fueron tratadas con FK506 o vehiculo (DMSQO) por
24 h. El area punteada se amplifica en el panel inferior. Rojo: BllI-tubulina. Verde: FKBP52
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Con el fin de evaluar el efecto de FK506 in vivo, se utilizd el modelo de
dafo de médula espinal por cirugia a nivel de las vértebras toracicas T8-T10
en ratones. Como consecuencia de la lesion, los animales pierden la motili-
dad en sus cuartos traseros. La droga FK506 fue inyectada diariamente a una
dosis de 3 mg/Kg y la recuperacion motora fue semi-cuantificada utilizando
el test estandar de Basso, Beattie & Bresnahan (o test BBB) [12]. Los resul-
tados se muestran en la Fig.5. Claramente, aquéllos animales tratados con
FK506 lograron recuperar su actividad motriz después de dos semanas de
tratamiento a valores semejantes a los medidos previos a la lesién generada
por cirugia. Los estudios histolégicos de la médula espinal (datos no grafica-
dos) demostraron una menor reaccion inflamatoria en animales tratados con
la droga, esto es una menor acumulacion de leucocitos y macrofagos, menor
activacion de células gliales y menor induccion de la enzima éxido-nitrico
sintetasa.

DISCUSION

Los recientes hallazgos de nuestro laboratorio han develado un meca-
nismo hasta hoy desconocido de las IMMs relacionado con la diferenciacion
neuronal. Como ya se menciond, es poco lo que sabemos aun sobre el rol
bioldgico de estas proteinas, y esencialmente nada respecto de su funcién
en el tejido nervioso. Como las FKBPs se localizan en la heterocromatina de
células indiferenciadas, ello podria significar que ejercen un rol silenciador
(aun no descripto) sobre genes clave que deben activarse durante la diferen-
ciacion para expresar proteinas esenciales del proceso. Esta hipotesis se ve
avalada por los resultados mostrados en la Fig. 2.

Por otra parte, la ulterior concentracion de estas proteinas en areas de
crecimiento como el terminal axénico presupone un rol de las mismas en la
dinamica del citoesqueleto. En otras palabras, pensamos que estamos fren-
te a un hallazgo basico muy relevante en el campo de la neurodiferencia-
cion. De manera importante, los resultados también avalan la hipotesis que
el ligando de las IMMs podria ser utilizado con fines regeneradores. Debe
remarcarse que no existe al presente una terapia eficiente para la regenera-
cion nerviosa [15]; de hecho, los dafios suelen ser irreversibles. También es
cierto que se desconocen los mecanismos subyacentes al fendomeno. FK506
podia ser una droga util, pero tiene el indeseado efecto primario para la cual
fue creada, FK506 es una droga inmunosupresora. Los estudios presenten
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se focalizan en modificar quimicamente al macrdlido con el fin de obtener
derivados desprovistos de actividad inmunosupresora pero que conserven la
capacidad neurotrofica.

ABSTRACT

Regulatory effects of FKBP51 and FKBP52 on neurotrophism

High molecular weight immunophilins are soluble proteins first recovered
associated to steroid receptors via Hsp90. Even though these proteins share
structural domains with low molecular weight immunophilins that are respon-
sible for the immunosuppressive action of certain drugs such as FK506, the
biological function of high molecular weight immunophilins remained largely
unknown for several years. We provided the first evidence for a biological
action when it was demonstrated that these immunophilins favor the ret-
rotransport of steroid receptors and other transcriptional factors.

Inasmuch as immunophilins are highly abundant in the nervous system
(10 to 50 times higher expression than in mesodermic tissues), we focused our
studies on the properties of these proteins in neurons. When undifferentiated
nervous cells were incubated with the immunophilin ligand FK506, their phe-
notypes became typically neuronal. Biochemical markers accompanied these
morphological transformations. The FKBP52-Hsp90-p23 heterocomplex con-
centrates in a perinuclear structure associated to nuclear lamin. Upon cell stimu-
lation with FK506, this annular structure disassembles and the perinuclear area
becomes transcriptionally active. The perinuclear heterocomplex redistributes
along the cytoplasm and nascent neurites and microtubules acquired higher
filamentary organization. While FKBP52 moves towards neurites and concen-
trates in arborization bodies and terminal axons, FKBP51 replaces FKBP52 in
the perinuclear structure. Importantly, neurite outgrowth is favored by FKBP52
overexpression or FKBP51 knock-down, and is impaired by FKBP52 knock-
down or FKBP51 overexpression, indicating that the balance between these
FK506-binding proteins plays a key role during the early mechanism of neu-
ronal differentiation. Importantly, in vivo assays demonstrated that mice that
underwent spinal cord injury by a surgical approach, recover the motor function
of their limbs after two weeks of treatment with FK506.

In summary, our results suggest that the immunosuppressive drug FK506
may be used a neurotrophic factor that exerts its biological action via the high
molecular weight immunophilin FKBP52.
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DESARROLLO E IMPLEMENTACION DE UNA TECNICA DE PCR
EN TIEMPO REAL PARA EL DIAGNOSTICO MOLECULAR DE LA
INFECCION POR LOS RETROVIRUS HTLV-1Y HTLV-2.

Gonzalo M. Castro, Marcos C. Balangero, Eduardo Maturano, Arnaldo
Mangeaud, Sandra V. Gallego
Laboratorio de Virus Linfotrépicos - Retrovirus HIV/HTLYV, Instituto de Virologia Dr.
J.M. Vanella, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Cérdoba

El virus linfotrépico a células T del humano tipo 1 (HTLV-1) es el agente
etiologico de la leucemia/linfoma a células T del humano y de la paraparesia
espastica tropical (Gessain et al, 1992; Yoshida et al., 1982). El diagndstico
de la infeccion por este retrovirus humano se basa en la deteccion de anti-
cuerpos especificos mediante aglutinacion de particulas o por técnicas de
enzimoinmunoensayo y su posterior confirmacion por Western blot (Wb) o
inmunofluorescencia indirecta (Gessain, 2011).

Debido a la alta homologia en la secuencia de nucledtidos entre los virus
HTLV-1y HTLV-2 pueden ocurrir reacciones cruzadas por las técnicas sero-
I6gicas (Cann and Chen, 1990), siendo por ello las técnicas moleculares las
mas adecuadas para diferenciar entre ambos virus. Ademas, las técnicas
moleculares son herramientas muy utiles para definir el diagnéstico de infec-
cion en individuos en los que no es posible una definicion por serologia, cla-
sificados comunmente como indeterminados.

A diferencia de lo que ocurre en las infecciones por el virus de la inmu-
nodeficiencia humana, las infecciones por HTLV-1 son poco productivas.
Esto hace que la transmision del virus esté sujeta a su asociacion a células.
Debido a esta caracteristica, el método mas adecuado para el diagndstico
molecular es la deteccion del DNA proviral (DNA viral integrado en los células
mononucleares de sangre periférica - PBMCs) por PCR (Cabral et al., 2012;
Naderi et al., 2012). Por otro lado, la PCR en tiempo real es el unico método
que permite la cuantificacion del virus presente en muestras clinicas (Alta-
mirano et al., 2010; Lee et al., 2004; Miley et al., 2000). No obstante, actual-
mente no hay disponibles técnicas comerciales de PCR en tiempo real para
la cuantificacion del provirus de HTLV-1.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar e implementar una PCR en
tiempo real para la deteccion y cuantificacion de DNA proviral de HTLV-1. La
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técnica, una vez validada, fue utilizada para cuantificar el provirus en mues-
tras de células mononucleares de sangre periférica de individuos, sintomati-
cos y asintomaticos, infectados con HTLV-1.

Las muestras de sangre fueron obtenidas con EDTA y las células fue-
ron separadas mediante gradiente de Ficoll-Hypaque. Se prepararon pellets
celulares conteniendo 1x10 PBMCs y conservados a -80°C hasta ser utili-
zados.

La linea celular MT-2, crénicamente infectada y portadora de 2,1 geno-
mas integrados del provirus de HTLV-1 por célula (Albrecht et al., 1998; Cima-
relli et al., 1995), fue utilizada para la construccion de una curva de calibra-
cion que permitiera calcular el nimero de copias del provirus de HTLV-1 en
las muestras problema. Las células MT-2 contienen ademas dos copias del
gen de albumina por célula.

Tanto las PBMCs purificadas a partir de las muestras de sangre obte-
nidas de los individuos infectados con HTLV-1, como los pellets de células
MT-2 fueron resuspendidos en 200ul de buffer fosfato, y el ADN fue extraido
utilizando el kit QlAamp DNA Blood Mini kit (Qiagen) siguiendo estrictamente
las indicaciones del fabricante.

Un nuevo set de primers fue disefiado teniendo en cuenta las secuen-
cias de las variantes del virus que circulan en nuestro pais, previamente
descriptas por nuestro grupo de trabajo (accession numbers: DQ227128-
DQ227191), utilizando el software Primer Express 3.0 (Applied Biosystems).
El primer forward, HTLV-1F1 (5-GCCCTAATAATTCTACCCGAAGACT-3’), ¥
el primer reverse, HTLV-1R1 (5'-GGTTGAGTGGAACGGAAGGA-3’), fueron
seleccionados para amplificar una region altamente conservada del gen tax
del virus HTLV-1. La secuencia de ambos primers fue comparada con la base
de datos del GenBank, a través de la herramienta BLAST (Altschul et al.,
1997), para evaluar la especificidad de los mismos.

Para detectar y cuantificar las copias del provirus de HTLV-1 integradas
en el genoma celular, se realizaron dos curvas de estandares: una curva
estandar para HTLV-1 para calcular el numero de copias del virus, y otra
usando el gen de albumina, para determinar la cantidad de ADN celular pre-
sente en la muestra. El gen de albumina fue utilizado también como refe-
rencia enddgena para normalizar las variaciones en el recuento de PBMCs
o en la extraccion de ADN; y para detectar la presencia de inhibidores en
la reaccion de amplificacion. Los primers utilizados para la amplificacion y
cuantificacion de un fragmento del gen de albumina (Alb-F y Alb-R), fueron
previamente descritos por Lizée et al., 2003.
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El gen de albumina fue amplificado en paralelo al gen tax de HTLV-1 para
cuantificar el numero de copias de células y el de provirus, respectivamente.
La amplificacion y la obtencion de los datos se realizd utilizando el equipo ABI
7500 Real-Time PCR system (Applied Biosystems).

Para ambos genes, las curvas de estandares fueron aceptadas cuando
los valores de las pendientes estaban entre -3,59 y -3,10, correspondiendo a
eficiencias de amplificacion de la PCR entre 90% y 110%. El rango dinamico
del ensayo abarca por lo menos 5 érdenes de magnitud con una correlacion
lineal fuerte (r 20.992).

Fueron realizados experimentos para determinar la especificidad y la
sensibilidad de la PCR en tiempo real desarrollada utilizando SYBR green.
Los ensayos de especificidad fueron realizados utilizando muestras de san-
gre infectadas con otros virus con genoma a ADN y/o a ARN. Se obtuvierony
ensayaron muestras de sangre provenientes de 25 individuos seronegativos
para HTLV-1. De ellos, 10 eran infectados con HIV-1, 3 eran infectados con
HBYV, 3 con HCV y 2 con HTLV-2 (confirmados por PCR). Las lineas celulares
8ES5 infectada con HIV-1, MO-T infectada con HTLV-2, y la linea linfoblastoide
no infectada MOLT-3, fueron utilizadas también para los ensayos de evalua-
cion de especificidad. Todas las lineas celulares ensayadas al igual que las
muestras correspondientes a los individuos seronegativos para HTLV-1 con
o sin infeccién con los demas virus mencionados anteriormente, resultaron
negativas por la técnica de PCR en tiempo real desarrollada, utilizando los
primers HTLV-1F1 y HTLV-1R1. Esto resultd en una especificidad del 100%.

La sensibilidad de la técnica fue evaluada con diluciones de ADN entre 1
y 5 copias del gen tax de HTLV-1, ensayadas en sucesivas replicas. Los resul-
tados fueron evaluados utilizando un analisis PROBIT (tasa de deteccion de
95%) utilizando el software R (R Project, version 2.13.2). Los resultados obte-
nidos indican un limite de deteccién de 2,97 copias, con un rango entre 1,05
y 3,93 copias, para un limite de confianza del 95%.

Se evalud también la reproducibilidad intra e inter-ensayo. Se obtuvieron
las medias de los valores de ciclo umbral (Ct) y CV% para cada dilucién de
las células MT-2, tanto para el gen tax de HTLV-1 como para el gen de albu-
mina. En particular, la reproducibilidad intra-ensayo se determin6 evaluando
diez réplicas de cada punto de las diluciones seriadas entre 10 y 10 copias.
El coeficiente de variacion de los Ct fue <0,75% para todas las diluciones
ensayadas. La reproducibilidad inter-ensayo se determiné analizando cinco
ensayos diferentes en los que cada dilucion fue evaluada por triplicado. Los
resultados mostraron un CV para los Ct <1,70% para todas las diluciones del
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gen tax y del gen de albumina analizadas. Valores de CV <3% y <10% se
consideran aceptables para la reproducibilidad intra-ensayo e inter-ensayo,
respectivamente (Moens et al., 2009).

Finalmente, con el objetivo de evaluar la performance de la PCR en tiem-
po real desarrollada, se estudiaron 40 muestras de sangre de individuos sero-
positivos para HTLV-1. Fueron incluidas en el estudio muestras de pacientes
con TSP/HAM y muestras de individuos asintomaticos provenientes del norte
de Argentina. El criterio para la definicion de caso fue el descripto previamen-
te por De Castro-Costa et al., 2006.

Utilizando esta metodologia fue posible detectar el ADN proviral en todas
las muestras, y la carga proviral obtenida fue de 2,2x10 a mas de 8,3x10
copias/10 PBMCs.

En conclusion, la técnica de PCR en tiempo real utilizando SYBR Green
permitié la amplificacion y cuantificacion simultanea del ADN proviral de
HTLV-1, evitando la manipulacion de productos de PCR. Esto reduce el ries-
go de contaminacion, y permite el procesamiento de un mayor nimero de
muestras, en menor tiempo que por PCR convencional. Cuando esta técnica
se utiliza para la cuantificacion del ADN proviral de HTLV-1, tiene un amplio
rango dinamico, de 5 érdenes de magnitud, mostrando una fuerte correlacién
lineal entre el nimero de ciclos y el nimero inicial de copias del virus. Estos
resultados muestran que la PCR en tiempo real desarrollada y validada en el
presente trabajo es una herramienta adecuada para la deteccion y cuantifica-
cion de variantes del virus HTLV-1, incluyendo las prevalentes en Argentina.
Ademas, podra ser utilizada para futuros estudios que permitan clarificar la
relacion existente entre la carga proviral y la patogénesis de la infeccion.

ABSTRACT

A quantitative real-time PCR (qPCR) assay using SYBR Green dye was
established in order to detect and quantify the proviral DNA of HTLV-1 in
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). Primers were designed, and
the assay was standardized to amplify a novel, conserved HTLV-1 tax region.
Proviral load was normalized to the amount of cellular DNA by quantitation of
the human albumin gene. Firstly, the qPCR was assessed determining the
specificity, sensitivity, dynamic range and intra- and inter-assay reproducibil-
ity of the technique. The limit of detection as determined by PROBIT analysis
using dilutions of the standard was 2.97 copies. The assay had an excel-
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lent dynamic range from 105 to 101 copies per reaction and good intra- and
inter-assay reproducibility, CVs less than 2%. Secondly, the performance of
the gPCR was tested on 40 HTLV-1 seropositive individuals. Proviral load
for HTLV-1 carriers ranged from 2.2x102 to more than 8.3x104 copies/106
PBMCs. The high sensitivity and wide dynamic range allowed the determi-
nation of a broad range of HTLV-1 proviral loads in infected individuals. This
assay is a valuable alternative diagnostic tool when current available serologi-
cal assays are insufficient. In addition, it will facilitate the study of the relation-
ship between proviral load and pathogenesis.
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LOS ANTIPSICOTICOS Y EL DESARROLLO DE DIABETES:
ESTUDIO EN DOS MODELOS EXPERIMENTALES DEFICIENTES
EN EL RECEPTOR DOPAMINERGICO D2.

Dra Isabel A. Garcia Tornadu
Instituto de Biologia y Medicina Experimental.

SINTESIS FINAL

La glucosa es la principal fuente de energia nutricional para las neuro-
nas, con un requerimiento continuo de abastecimiento. En su ausencia las
neuronas mueren, por lo que la homeostasis de la glucosa con la regulacién
constante de la concentracion en el fluido extracelular resulta vital.

El pancreas endocrino es el érgano que sintetiza y libera las hormonas
principales involucradas en la homeostasis de la glucosa: insulina, hormona
hipoglucemiante y glucagdn, hormona hiperglucemiante.

Un ineficaz control en la sintesis o secrecién de insulina, asi como tam-
bién una insensibilidad a la misma conducen a estados patolégicos de hiper-
glucemia, dando lugar a la diabetes. Si bien la diabetes es definida por el
estado de hiperglucemia, es de hecho una enfermedad metabdlica multifa-
cética, considerando las numerosas vias en la cual la glucosa se encuentra
asociada. Su etiologia es multiple y variada, incluyendo factores genéticos,
ambientales, y los factores considerados sociales, como el estilo de vida,
estatus social, etc.

En los ultimos 8 afios se demostrd que existe una estrecha relacion
entre el uso de drogas antipsicéticas y el desarrollo de diabetes. El tiempo
del tratamiento,y la selectividad de la droga son factures que influyen en el
desarrollo de la enfermedad. El sistema dopaminérgico estaria relaciona-
do con los mecanismos que regulan la secrecién de insulina. En trabajos
previos de laboratorio demostramos que animales que carecen del receptor
dopaminérgico D2, tienen alteraciones en la homeostasis de la glucosa,
presentando niveles muy reducidos de secrecion de insulina. El objetivo de
est trabajo fue profundizar el mecanismo de accién de insulina en los tejidos
periféricos, utilizando modelos animales tanto farmacoldgicos como trans-
génicos. Demostramos que los animales knock out para el receptor D2 no
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presentan alteraciones en los componentes de la cascada de sefalizacion
a las dosis estudiadas de 1 Ul o 10 Ul de insulina para los tejidos hepatico,
adiposo y musculo esquelético. Los niveles de fosforilacion de AKT en fun-
cién del tiempo aumentaron, pero sin encontrar diferencias significativas
entre genotipos. Por otra parte evaluamos los niveles de expresion hepatica
de las enzimas Glucokinasa, y de los factores de transcripcion de Srebp
y Chrebp. Demostramos que en los animales KO, luego de una inyeccion
de insulina hepatica, los niveles de glucokinasa y Chrebp mensajeros se
encuentran aumentados significativamente en los animales transgénicos
respecto al control. Concluimos que si bien no encontramos diferencias en
la cascada de sefializacion de insulina, los mayores niveles del mensajero
de glucokinasa y Chrebp en el hepatocito estarian relacionados con una
mayor sensibilidad a la insulina.

En segunda instancia, estudiamos la sensibilidad a la insulina y la fun-
cion del receptor D2 utilizando dos modelos farmacoldgicos: haloperidol,
antagonista D2, cabergolina agonista D2 que no atraviesa la barrera hema-
toencefalica. El objetivo era poder estudiar las diferentes contribuciones de
los receptores tanto centrales como periféricos de D2.

Un test de tolerancia a la glucosa demostré una intolerancia a la misma
en ambos modelos farmacoldgicos, respecto al mismo control. No encontra-
mos alteraciones en la sensibilidad a la insulina en estos modelos.

A nivel hepatico, profundizamos el estudio de la sensibilidad a insulina
en este tejido.

Los niveles de glucogeno hepatico fueron significativamente menores
en el tratamiento con haloperidol. Este resultado se correlaciond con mayo-
res niveles del mensajero Srebp. Estos resultados sugieren un efecto de
resistencia a la insulina en este tejido con este tratamiento.

Por otra parte encontramos que los niveles del mensajero glucokinasa
estaban aumentados en el tratamiento con cabergolina.

Nuestros resultados indican que un tratamiento con haloperidol esta-
ria produciendo efectos finales de resistencia a la insulina a nivel hepatico,
mientras que el tratamiento con cabergolina tendria un efecto sensibilizante.
El tratamiento con haloperidol activaria el eje gluco-hepato-secretor, con-
tribuyendo al desarrollo de una resistencia a la insulina. El uso prolongado
de antagonistas dopaminérgicos promoveria una mayor liberacion de insuli-
na frente al estimulo de glucosa, y por tanto un estado de hiperinsulinemia
que podria derivar en un estado patoldgico de resistencia a insulina. Por otra
parte los receptores dopaminérgicos del sistema nervioso central, especifi-
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camente en los nucleos hipotalamicos, activarian el eje hepatico para una
mayor degradacioén de glucdégeno y una mayor sintesis lipidica, efecto que
contribuiria a la esteatosis asociada a los tratamientos con antisicéticos.

Por otra parte la cabergolina sélo tendria efecto a nivel periférico sobre
los receptores de DA del islote, produciendo una inhibicién de los mismos
para la secrecion de insulina. Este efecto produciria el aumento a la sensibi-
lidad de insulina en la periferia. Los tratamientos con agonistas dopaminérgi-
cos en personas con diabetes, inhibirian la secrecidn exacerbada de insulina,
promoviendo que a nivel hepatico se produzca una mayor sensibilidad a la
insulina.

Nosotros postulamos que existe un componente dopaminérgico que
regularia la sensibilidad a la insulina. Los resultados obtenidos son alenta-
dores y queremos continuar estudiando los mecanismos moleculares por los
cuales la dopamina a través de su receptor D2 participa en forma activa en la
homeostasis de la glucosa.

ABSTRACT

Glucose is the main source of energy for neurons, with continuous supply
nutritional requirement. Therefore glucose homeostasis becomes a vital pro-
cess. The endocrine pancreas is the organ that synthesizes and releases the
main hormones involved in glucose homeostasis: insulin, the hypoglycemic
hormone and glucagon, a hyperglycemic hormone.

An ineffective control on insulin secretion or insulin action causes an
increase in circulating glucose concentrations and the disease diabetes mel-
litus (DM). Although DM is defined by the state of hyperglycemia, itis indeed a
multifaceted metabolic disease considering the many ways in which glucose
is associated. Its etiology is multiple and varied.

Inthe past 8 years it has been shown that there is a close relation between
antipsychotic drug treatment and the development of DM. The dopaminergic
system would be related to the mechanisms that regulate insulin secretion. In
previous works we demonstrated that animals lacking dopamine D2 receptor
(D2R) have impaired glucose homeostasis with a decreased insulin secretion.
The aim of this study was to understand the mechanism of action of insulin
in peripheral tissues and the dopaminergic system using transgenic animals
and pharmacological models. We showed that D2R knock out (KO) animals
did not present alterations in insulin signaling cascade in the liver, skeletal
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muscle and adipose tissue. We evaluated the hepatic expression levels of
the enzyme glucokinase, and the levels of ChREBP and SREBP transcription
factors. After an injection of insulin, KO animals had significantly increased
glucokinase and ChREBP messengers compared to wild type animals. We
conclude that, although there is no difference in the insulin signaling cascade,
higher levels of glucokinase messenger and ChREBP in hepatocytes would
be related to increased insulin sensitivity.

We also studied insulin sensitivity and D2R function using two pharmaco-
logical models: the D2 antagonist haloperidol and the D2 agonist cabergoline.
Cabergonilina does not cross the blood barrier. The aim was to study the dif-
ferent contributions of both central and peripheral D2Rs. Increased SREBP
messenger and decreased glucogen levels where found with the haloperidol
treatment. On the other hand, cabergoline produced an increase in glucoki-
nase and ChREBP messenger levels, suggesting an increase in insulin sen-
sitivity in this tissue.

We postulate that dopamine can regulate insulin action at peripheral
tissues. These preliminary results are encouraging and future studies will
be focused on the molecular mechanisms by which dopamine participates
actively in glucose homeostasis through its D2R.



EFECTOS DE LA EXPOSICION PRENATAL AL ETANOL SOBRE
EL BALANCE HIDROSALINO: CARACTERIZACION DEL
SUSTRATO NEUROANATOMICO”

Godino, Maria Andrea del Milagro; Molina, Juan Carlos
Instituto de Investigacion Médica Mercedes y Martin Ferreyra
(INIMEC-CONICET-Universidad Nacional de Cérdoba)

El Sindrome de alcoholismo fetal es una condicién caracterizada por anor-
malidades faciales, restriccion del crecimiento y desérdenes del neurodesa-
rrollo que afecta de 0,2 a 1,5/1000 infantes. Sin embargo otras consecuencias
menos severas producidas por la exposicion prenatal a etanol son 3 veces
mas frecuentes. Los efectos de la exposicidn prenatal al alcohol se relacio-
nan principalmente con la cantidad de la droga administrada y el periodo de
la gestacion donde ocurre la exposicion. En nuestros trabajos previos hemos
observado que la administracion repetida de dosis bajas o moderadas de eta-
nol (1-2 g/kg) en hembras prefiadas (dias gestacionales 17 al 20) provoca un
incremento en la ingesta de alcohol en la infancia y la adolescencia. Estos
niveles de exposicion al etanol han sido considerados como “seguros” desde
el punto de vista teratogénico, sin embargo cada vez hay mas evidencias que
pueden tener efectos negativos en algun orden funcional a lo largo de la vida
de un organismo. El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de la
exposicion de dosis moderadas de etanol (2gr/kg) durante los dias gestaciona-
les 17-20 sobre el balance hidrosalino, en particular sobre la ingesta de sodio
inducida por una deplecién de sodio corporal (DS). Ademas nos propusimos
caracterizar el sustrato neuroanatdémico que subyace a estos efectos.

Se utilizaron ratas Wistar. Las hembras prefiadas recibieron durante los
dias gestacionales 17 al 20 una inyeccion intragastrica diaria de etanol (2 g/
kg) (pre-EtOH) o un volumen equivalente de agua (0 g/kg) (pre-agua). En
este caso el modelo utilizado para generar la deplecion de sodio (DS) es la
administracion de Furosemida (diurético y natriurético) combinada con una
dieta baja en sodio por 24hs. El modelo de ingesta utilizado es un modelo de
consumo voluntario (NaCl 2% vs agua).

Se observé un mayor consumo de espontaneo e inducido por la DS de
etanol 3% en los animales que habian tenido contacto prenatal con el alco-
hol. No observamos diferencias significativas entre los grupos Pre-EtOH y
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Pre-AGUA en el consumo espontaneo y voluntario de NaCl 2%, agua o en
la ingesta total de fluidos. En relacion al consumo de sodio inducido por DS,
el factor DS produce un aumento significativo en el consumo de NaCl 2%
comparado con los niveles basales, pero no se observan diferencias signi-
ficativas en el consumo inducido de NaCl 2% en relacién al tratamiento pre-
natal, aunque si podemos destacar que existe una tendencia en los animales
Pre-EtOH a consumir menos NaCl 2%. En relacién al consumo de agua hay
un aumento significativo en el consumo de agua luego de la DS en relacién
a los niveles basales, esto no es sorprendente ya que en estos modelos de
DS luego de la ingesta de sodio se produce ingesta de agua para reesta-
blecer la volemia y el espacio extracelular, pero ademas observamos una
reduccion significativa en el consumo de agua en los animales Pre-EtOH.
En conjunto estos resultados estarian sugiriendo que existe una respuesta
conductual compensatoria menor en relacion al grupo Pre-AGUA. Paralela-
mente se corrieron controles que tuvieron acceso a agua y sucrosa 10% o a
agua en los tubos, no se observaron en estos casos ninguna diferencia en la
ingesta espontanea niinducida entre los grupos Pre-EtOH y Pre-AGUA. Esta
diferencia en la ingesta de agua podria reflejar una respuesta renal induci-
da por la droga Furosemida. Por ese motivo luego analizamos la respuesta
renal. El efecto de furosemida (depletado de sodio) no difiere entre los grupos
Pre-EtOH y Pre-AGUA, ya que tanto la concentracion urinaria de sodio y
de potasio como el volumen urinario son iguales en los grupos depletados.
Sin embargo, observamos que la concentracién de sodio y potasio basal si
difieren en relacion a la exposicion prenatal, siendo menor en Pre-EtOH.
Ademas, la correlacion existente entre el volumen urinario y la ingesta de
agua inducida por el tratamiento con Furosemida son significativamente dis-
tintos entre los animales pre-EtOH y pre-AGUA. Es decir que los animales
Pre-EtOH no solo tienen menor habilidad para conservar el agua renal, sino
que ademas consumen menos agua luego de una deplecion de sodio. Con
lo cual nos propusimos analizar el posible sustrato neuroanatomico de estas
alteraciones hidroelectroliticas generados por el tratamiento prenatal con
etanol. Para esto utilizamos la técnica inmunohistoquimica que nos permitid
la deteccion de una proteina de la familia de Fos, Fra, que es un indicador
de activacién neuronal a largo plazo. La expresién de este marcador nos
permitié evaluar el efecto del tratamiento prenatal con etanol en las crias
PN28-30 en las estructuras correspondientes a la lamina terminalis, al com-
plejo de la amigdala extendida y en los sistemas oxitocinérgicos y vasopre-
sinérgicos hipotalamicos centrales. El numero de neuronas inmunoreactivas
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a Fra no difiere significativamente entre los animales Pre-AGUA y Pre-EtOH
en ninguno de los nucleos correspondientes a la lamina terminalis: érgano
subfornical (SFO), 6rgano vasculoso de la lamina terminalis (OVLT) y nucleo
preoptico mediano (MnPO). Se observd una mayor activacion en el nucleo
de la amigdala central y en el nucleo bed de la estria teminalis en su porcion
laterodorsal correspondientes a la amigdala extendida central en los anima-
les prenatalmente expuestos a etanol. Ademas, no se observo diferencias en
la doble marcacion de Fra y oxitocina a nivel del SON y ni en las subdivisiones
magnocelullares del PVN. Sin embargo en relacién al sistema vasopresinér-
gico observamos un incremento en la marcacion de Fra en las neuronas AVP
correspondiente a las subdivisiones mangocelulares PaMM (p=0,03) y PaLM
(p=0,04) del nucleo Paraventricular.

En resumen, el tratamiento prenatal con etanol aumenta el consumo
espontaneo e inducido de la droga y no modifica el consumo espontaneo
ni inducido de NaCl 2% durante la adolescencia. Aportando nueva eviden-
cia a la mayor predisposicién que genera el contacto prenatal con etanol a
su posterior consumo durante la adolescencia en un modelo de dos tubos
donde no esta restringida el agua. El estudio del sustrato neuroanatémico
indicaria que posiblemente parte de la mayor predisposicion al consumo de
etanol esté mediada por las estructuras correspondientes al complejo de la
amigdala extendida central que median respuestas de miedo y ansiedad. Por
otra parte, el tratamiento Pre-EtOH disminuye en las crias no sélo el consumo
de agua inducido por una deplecién de sodio corporal, sino que ademas pre-
sentan una habilidad a nivel renal menor para concentrar la orina en estado
basal, lo que estaria indicando que presentan alguna alteracion fisiologica a
la hora de regular el balance hidroelectrolitico. Estas respuestas posiblemen-
te estén moduladas por la activacion crénica del sistema vasopresinérgico a
nivel del nucleo paraventricular hipotalamico.

ABSTRACT

The aim of the present work was to analyze the effect of prenatal expo-
sure to moderate doses of ethanol (Pre-EtOH) during the gestational days
(GD) 17 to 20 on offspring (postnatal day 28-33) hydroelectrolyte balance. We
analyzed basal brain neural activity and basal/induced sodium appetite and
renal response stimulated by sodium depletion (SD). Wistar pregnant dams
received one daily intragastric administration of 0 or 2 g/kg/ml. SD was induced
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by Furosemide and low sodium diet treatment (FURO +LSD). Another group
was submitted to immunohistochemical detection of Fra like (Fra-LI-ir) pro-
tein and oxytocin (OT) and/or vasopressin (AVP). Prenatal ethanol exposure
(Pre-EtOH group) increased the spontaneous and induced ethanol 3% intake
and reduced water intake induced by Furo + LSD in the offspring but did not
affect induced sodium consumption. The sodium and potassium urine basal
concentration were reduced in Pre-EtOH pups and we did not find any differ-
ences in renal responses during FURO treatment. However, the correlation
between urinary volume and water intake induced by FURO was significantly
different between Pre-EtOH and control. At brain level the number of Fra-LlI
immunoreactivity was significantly increased in central extended amygdala
nuclei and in AVP magnocellular neurons of Paraventricular nucleus (PVN)
in Pre-EtOH pups. We did not observe any differences in Fra-LI| positive cells
along the lamina terminalis and OT hypothalamic cells. In summary, prenatal
ethanol exposure increased ethanol consumption during adolescence pos-
sibly mediate by extended amygdala complex. Also, early ethanol exposure
alters hydromineral balance regulation, since decreased the induced water
intake and baseline urinary sodium and potassium concentration, suggesting
areduced capacity to retain body water. These responses are possibly modu-
lated by the chronically increased activity of PVN AVP neurons.
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INTRODUCCION

Las ADN topoisomerasas Il (topoll) participan en funciones metabdlicas
que afectan la topologia del ADN: replicacién, transcripcion y organizacion
cromosoOmica, introduciendo rupturas transitorias en la doble cadena del mis-
mo (Nitiss, 2009). La isoforma a de topoll es esencial para las células prolife-
rantes alcanzando su maximo nivel proteico durante la fases G2/M (Deweese
y Osheroff, 2009). Las drogas quimioterapéuticas Idarubicina (IDA) y Etopo-
sido (ETO) funcionan como venenos de topoll al estabilizar los complejos
ADN-topoll y prevenir la religacién de los extremos rotos originando rupturas
de doble cadena (RDC) persistentes (McClendon y Osheroff, 2007). Las RDC
son lesiones criticas que afectan la estabilidad del genoma debido a que
pueden llevar a rearreglos cromosémicos y promover procesos tumorigéni-
cos o conducir a la muerte celular. Teniendo en cuenta la elevada frecuencia
de neoplasias secundarias inducidas en pacientes tratados con venenos de
topoll (Leone, 2010), la forma en que estas lesiones son reparadas cobra
gran relevancia.

Las células de mamiferos poseen dos mecanismos principales de repa-
racion: recombinacion homéloga (HR) y reunién de extremos no homodlogos
(NHEJ) para evitar que las RDC se perpetuen. NHEJ repara las RDC a lo
largo del ciclo celular reuniendo los extremos de ADN rotos sin restaurar la
secuencia nucleotidica alrededor de la lesion (Lieber, 2010) y HR utiliza una
molécula de ADN homologa no dafiada para restaurar la informacion original
durante las fases S tardia/G2 (Jeggo, 2011). En NHEJ participa DNA-PKcs
(subunidad catalitica de la proteina quinasa relacionada al ADN) y se definid
a esta via D-NHEJ. Cuando DNA-PKcs esta mutada o inhibida quimicamen-
te, las células utilizan una via alternativa que opera como backup de NHEJ,
B-NHEJ, cuya actividad se incrementa durante la fase G2 (lliakis, 2009).

[176]
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El presente trabajo propone determinar la contribucion de D-NHEJ en el
mantenimiento de la integridad cromosdmica frente a los venenos de topoll
IDA 0 ETO en células de mamiferos tratadas en la fase G2.

MATERIALES Y METODOS

Cultivos celulares y tratamientos

Lineas celulares de hamster chino CHO9 (fibroblastos de ovario) y su
linea derivada XR-C1, deficiente en DNA-PKcs, se cultivaron en medio F-12.
Lalinea celular humana HelLa (carcinoma cérvico-uterino) se cultivd en medio
RPMI 1640. Ambos tipos celulares se suplementaron con suero fetal bovino
(SFB) 10%, L-glutamina 1mM, penicilina (100U/ml) y estreptomicina (100ug/
ml) (medio completo). Los cultivos se mantuvieron en estufa a 37°C con CO2
5% en atmosfera humeda. Las células se trataron con los venenos de topoll
IDA o ETO durante 1h. La linea celular Hela se pretraté con el inhibidor qui-
mico de la actividad quinasa de DNA-PKcs, NU7026 10uM. Los cultivos celu-
lares controles se expusieron a dimetil-sulféxido (DMSO) diluyente de ETO.

Cinética de reparacion de RDC (deteccion de la forma fosforilada de
la histona H2AX, yH2AX)

Células de hamster chino CHO9 y XR-C1 se sembraron en placas de
Petride 60mm, se trataron con IDA 0,005pg/ml o ETO 5,0pug/mly se cosecha-
ron inmediatamente para ETO o luego de 2hs para IDA o se dejaron en cultivo
con medio completo por 24hs. Las células se lavaron con PBS, tripsinizaron,
fijaron en paraformaldehido (PFA) 1% durante 10min a

37°C y permeabilizaron con Triton X-100 0,25%. Las muestras se resus-
pendieron en 100ul de buffer de incubacion (3% SFB y 0,25% Tritén X-100)
durante 30min a 37°C y luego, se incubaron en buffer conteniendo el anti-
cuerpo anti-yH2AX (1:800) durante 18hs a 4°C. Se resuspendieron en 100pl
de buffer de incubacién conteniendo el anticuerpo secundario (FICT, 1:100)
por 30min en oscuridad a temperatura ambiente. Se efectué un control de
isotipo para la deteccion del marcado inespecifico incubando un cultivo sin
tratar con el anticuerpo secundario anti-raton (1:100) sin la presencia del anti-
cuerpo primario. Las muestras se lavaron en PBS y a 100l se adicion6 iodu-
ro de propidio 10ug/ml incubando durante 15min en oscuridad con RNasa A
150ug/ml. La adquisicion de 20.000 células por muestra se realizé mediante
un citometro de flujo utilizando el software FACScan.
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Aberraciones cromosoémicas (AC) estructurales e indice mitético (IM)

Las células sembradas en placas de Petri de 60mm se acumularon en
el borde G1/S mediante timidina (hamster) o timidina y afidicolina (células
humanas), se lavaron con PBS y se agregé medio completo libre de timidina o
afidicolina durante el tiempo necesario para alcanzar la fase G2 del ciclo celu-
lar. Se analiz6 la acumulacion de células en esta fase por citometria de flujo.
Las células en G2 se trataron con los venenos de topoll, se lavaron con PBS
y se mantuvieron en medio completo durante 4-6hs para analizarlas AC en la
primera mitosis luego del tratamiento. Se agregé colchicina 0,2ug/ml durante
los ultimos 90min de cultivo, las células se tripsinizaron, se resuspendieron
en solucién hipoténica (KCI 0,075M), se fijaron en metanol: acido acético (3:1)
y colorearon con Giemsa 10% durante 2,5-4min. Las rupturas cromatidicas
y figuras de intercambio cromatidico se evaluaron en 50-100 metafases por
tratamiento. El indice mitotico se determind contando las metafases presen-
tes en 1.000-2.000 nucleos interfasicos por tratamiento. Las experiencias se
realizaron por triplicado.

Induccion de micronucleos (MN) en células G1 posmitéticas

Las células sembradas sobre cubreobjeto en placas de Petri de 35mm,
se trataron en la fase G2 con los venenos de topoll, se lavaron con PBS y
se mantuvieron en medio completo durante 8-10hs para llegar a la interfa-
se siguiente al tratamiento (G1 posmitética). En las células HeLa se agregd
citocalasina B 3ug/ml (inhibidor de la citocinesis) durante las ultimas 4hs de
cultivo para obtener células binucleadas. Las células se fijaron con PFA 2%
y se permeabilizaron con 0,25% de Triton X-100 a temperatura ambiente.
Luego del bloqueo (3% BSA con 0,25% Tritén X-100), las células se incuba-
ron durante 18hs a 4°C en solucion bloqueante conteniendo el anticuerpo
anti yH2AX (1:100), se lavaron con PBS y se incubaron por 1h con solucion
blogqueante conteniendo el anticuerpo secundario (Dye Light 488, 1:200).
Finalmente, se procedié a montar los cubreobjetos en portaobjetos utilizan-
do 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) como contra-colorante conteniendo
medio de montaje. Se analizaron los MN presentes en 1.000 nucleos por
tratamiento en células de hamster CHO9 y XR-C1 o la presencia de yH2AX
en los MN y en los nucleos principales en 500 células binucleadas y el por-
centaje de células binucleadas en 1.000 células por tratamiento en las células
Hela. Las experiencias se realizaron por triplicado.
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RESULTADOS

La evaluacion de la cinética de reparacion de las RDC inducidas por el
envenenamiento de topoll se realizé en células de hamster chino proficientes
y deficientes en D-NHEJ (Figura 1). Las células XR-C1 presentaron un nivel
incrementado de dafo en el ADN a las 24hs posteriores al tratamiento (PT).
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Figura 1. Reparacion de RDC (yH2AX) en células de hamster chino. (A) Grafico repre-
sentativo del maximo nivel de induccion de yH2AX por IDA 0,005ug/ml a 3hs PT o por
ETO 5,0ug/ml a 1h PT en la linea proficiente CHO9. (B) Histogramas representativos
de YH2AX a diferentes tiempos para IDA en CHO9 y en la linea deficiente en DNA-
PKcs, XR-C1.

La persistencia de estas RDC en el ADN puede originar AC estructura-
les por una reparacion incorrecta y/o por permanecer sin reparar (Durante,
2013). Se analizaron las AC, rupturas e intercambios cromatidicos, inducidas
por venenos de topoll en la fase G2 de células de hamster chino (Figura 2A)
y de células humanas Hela (Figura 2B).
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Figura 2. Aberraciones cromatidicas e indice mitético en células de hamster chino (A)
y células HelLa (B) tratadas en G2. Las rupturas totales se calcularon considerando
las rupturas cromatidicas como una unidad y los intercambios cromatidicos como dos

unidades.
Testtde Student: # p<0,01 vs. controles respectivos; * p<0,0001 entre ETO y NU7026-

ETO.

La deficiencia de DNA-PKcs o su inhibicion quimica con NU7026 aumen-
taron la genotoxicidad de los venenos de topoll en células de mamiferos. Este
efecto se asocié con una importante citotoxicidad reflejada en la disminucion
del IM.

El rol de D-NHEJ en impedir la progresién de las RDC inducidas por
venenos de topoll se determind analizando la presencia de MN en la fase G1
posterior al tratamiento.

Los MN se originan por fragmentos cromosdmicos acéntricos o por cro-
mosomas enteros que no son incorporados en el nucleo de la célula hija
durante la division celular.

Las lineas celulares CHO9 y XR-C1 muestran un aumento (p<0,0001,
test t de Student) de células micronucleadas en los cultivos asincrénicos y en
los sincronizados en G2 y tratados con IDA y ETO en relacion a los cultivos
controles no tratados (Figura 3).
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Figura 3. Porcentajes de células CHO9 y XR-C1 con micronucleos (MN) inducidos por
IDA 0 ETO en cultivos asincrénicos o sincronizados en la fase G2.

Cuando las células XR-C1 se trataron en la fase G2/M, la frecuencia de
MN inducida por IDA y ETO fue menor en relacion a las restantes frecuencias
obtenidas. Para evaluar la posible causa de esta disminucion se analizé el
efecto de estos agentes sobre la progresion del ciclo celular por citometria de
flujo y la muerte celular empleando la coloracion naranja de acridina-bromuro
de etidio. Las células acumuladas en G2 se trataron con IDAo ETO y se libe-
raron por 8-10hs en medio completo (Figura 4).

El porcentaje de muerte celular (células apoptéticas y necréticas)
aumento y la distribucion de la poblacion celular se acumulé en la fase G2 en
los cultivos tratados en relacion a los controles. Tanto la muerte celular como
la activacion del punto de control G2/M imposibilitaron a las células XR-C1
alcanzar la fase G1 posmitética donde se manifestarian los MN inducidos por
los tratamientos con IDA o ETO. Esto sugiere que D-NHEJ permite la progre-
sion de alteraciones cromosomicas en células tratadas con los venenos de
topoll en G2.

Para corroborar este efecto se evaluaron las RDC (focos yH2AX) persis-
tentes en los MN y en los nucleos principales de células HelLa binucleadas
(BN) en presencia del inhibidor NU7026 y de ETO 2ug/ml (Figura 5). La inhi-
bicion quimica de DNA-PKcs junto a ETO incremento el porcentaje de células
BN con MN, de MN con focos yH2AX (A) y de células BN con focos yH2AX
en los nucleos principales (B) cuando se los compara con los valores obteni-
dos en el tratamiento con ETO. Ademas, el dafio inducido por el tratamiento
NU7026-ETO provoco una reduccién importante en el porcentaje de células
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BN si se lo compara con las células tratadas s6lo con NU7026 (C), en cambio,
el tratamiento con ETO indujo una ligera disminucion en este porcentaje en
relacion al control expuesto a DMSO.
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Figura 4. (A) MN inducidos por IDA o0 ETO en células XR-C1 tratadas en la fase G2y en
un cultivo asincronico en relacion al control=1. (B) Porcentaje de células apoptéticas y
necréticas, * p=0,0272 test t de Student. (C) Histogramas del ciclo celular analizado por
citometria de flujo, (D) Acumulacion de células XR-C1 en G2 con respecto al control=1.
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CONCLUSION

La actividad de la via D-NHEJ esta involucrada en la reparacioén de la
mayoria de las RDC inducidas por los venenos de topoll IDA 0 ETO en células
de hamster y humanas, por lo tanto, la presencia de DNA-PKcs es funda-
mental para evitar la permanencia de estas lesiones. La deficiencia de DNA-
PKcs en las células XR-C1 o su inhibicién quimica con NU7026 llevaron a
que las RDC fueran reparadas por la via B-NHEJ generando un aumento de
aberraciones de tipo cromatidico. Junto a esta genotoxicidad, se produjo un
incremento en la citotoxicidad.

Aunque ambas vias son potencialmente mutagénicas, es D-NHEJ la que
intenta mantener la integridad cromosémica y a su vez, promover la progre-
sion de células con dafio en el ADN al siguiente ciclo celular.

SUMMARY

DNA topoisomerase Il (topoll) poisons, idarubicin (IDA) and etoposide
(ETO), stabilize DNA-topoll complexes preventing the relegation of broken
ends and leading to the generation of permanent DNA-DSB. These lesions
affect the genome stability producing tumorigenesis or cell death. Mamma-
lian cells use nonhomologous end joining (NHEJ) repair pathway to protect
the genome from the deleterious effects of DNA-DSB. DNA-PKcs is involved
in NHEJ and this pathway was termed D-NHEJ. When DNA-PKcs becomes
compromised, cells employ an alternative form of NHEJ which operates as a
backup, B-NHEJ. The present study evaluated the contribution of D-NHEJ
in the repair of IDA- or ETO-induced damage in mammalian cells treated in
G2 phase. DNA-DSB was assessed by the histone H2AX phosphorylation
(yH2AX) on Chinese hamster cell lines. XR-C1, DNA-PKcs deficient cells,
showed a persistent DNA damage in comparison with the proficient cell line
CHO9. DNA-DSB are the ultimate lesions that may be converted into chro-
mosome aberrations by unrepair and/or misrepair. An increase of chromatid
breaks and exchanges was observed in the first mitosis of CHO9 following
topoll poison-treatments. Similar results were obtained in the human cell line
HelLa. The deficiency or chemical inhibition of DNA-PKcs produced a more
prominent increment in chromatid-type aberrations demonstrating the partici-
pation of B-NHEJ in DNA-DSB repair. Furthermore, after IDA or ETO expo-
sure in G2, micronuclei (MN) analysis in G1 postmitotic cells allowed the eval-
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uation of aberrant cells progression. Both topoll poisons induced an important
increase in MN in CHO9 and Hel a cells whereas XR-C1 cells exhibited a MN
decrease. This reduction was due to a cell accumulation at G2/M and death.
Inhibition of DNA-PKcs activity with NU7026 potentiated the MN induction in
Hela cells. In conclusion, D-NHEJ pathway contributes to maintain chromo-
some integrity and to promote the progression of chromosome damaged cells
to the following cell cycle.
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ROL DE LA VIA DE,SENALIZACION NOTCH EN CELULAS
OVARICAS TUMORALES”

Dra. Griselda Irusta
Instituto de Biologia y Medicina Experimental-CONICET.

A pesar de la investigacion que se ha llevado adelante estas ultimas tres
décadas, el cancer de ovario epitelial (EOC) es una de las enfermedades gine-
coldgicas que presenta mayor mortalidad y es la enfermedad ginecoldgica mas
dificil de diagnosticar, detectar y tratar. El carcinoma epitelial de ovario es una
de las neoplasias ginecoldgicas malignas mas comunes y la quinta causa mas
frecuente de muerte en mujeres ['l. Ademas, las células tumorales poseen
gran capacidad de diseminarse a la cavidad peritoneal generando ascitis. Esta
alta capacidad metastasica es una de las principales causas de los fracasos de
los tratamientos [21. Dadas las limitaciones para la deteccion temprana de este
tipo de tumor, los pacientes dependen del éxito del tratamiento. Debido a estas
causas, se estan llevando a cabo numerosos estudios y ensayos clinicos para
refinar el tratamiento actual y probar el valor de diferentes abordajes de terapia
posoperatoria con farmacos y radioterapia.

El proceso de transicion epitelio-mesenquimal (EMT) es el Unico pro-
ceso mediante el cual las células epiteliales sufren cambios morfoldgicos
caracteristicos de una transicion de fenotipo epitelial a fibroblastico, llevan-
do a un aumento en la movilidad e invasion de las célulasi3l. Este proceso
posee un rol fudamental en la progresién tumoral e involucra la pérdida de
uniones célula-célula, reorganizacion del citosqueleto de actina y estimula-
cion de marcadores mesenquimales como fibronectina, a-actina de muscu-
lo liso, vimentina y N-caderinal4. Una disminucion en las uniones interce-
lulares, incluyendo disminucién y re-localizacién de la proteina E-caderina
y B-caderina de la membrana al ndcleo también llevan a la TEM. Entre los
factores inductores de la TEM, se encuentra el TGFB-1 el cual se localiza
tanto en células tumorales ovaricas como en células estromales y raramente
se encuentra en el epitelio de ovario normalfsl.

El sistema Notch determina la proliferacion, diferenciacion y apoptosis
de varios tipos celulares en mamiferos [6,7,8]. Puntualmente, en cancer de
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ovario se ha observado una mayor expresion de algunos de los miembros
de este sistema comparado a epitelio de ovario normal [9,10]. Ademas, en
distintas lineas celulares de ovario, Notch1 confiere ventajas proliferativas
y de supervivencia celular, sugiriendo un rol importante por parte de este
sistema en esta patologia [11]. En nuestro laboratorio hemos demostrado
su accion proliferativa en células de granulosa tumoral humana y la existen-
cia de una expresion diferencial de algunos miembros de Notch en células
tumorales y normales evidenciando una funcién importante de este sistema
en esta patologia [12]. Este sistema esta formado por cuatro receptores
(Notch1-4) y cinco ligandos (Jagged1, -2; Delta-like 1 (DLL1), DLL3 y DLL4),
todas proteinas de membrana. Al interaccionar, los receptores sufren una
serie de clivajes que culminan en la liberacion del dominio intracelular del
receptor el cual transloca al nucleo donde actia sobre genes blanco. Los
ratones deficientes en alguno de estos componentes mueren durante la
embriogénesis con defectos en el remodelamiento vascular [13,6]. Se ha
observado que el sistema Notch interactua con factores como Snail, Slug
y TGFB-1 y promueve la EMT [14]. Sahlgren y col. (2008) demostraron en
diferentes lineas celulares incluyendo SKOV3 que Notch regula Snailly que
la inhibicion de este sistema bloquea la EMT inducida por hipoxia [15]. Sin
embargo, al momento no se ha estudiado el rol de Notch en la TEM induci-
da por TGFB-1, principal inductor de la transicion epitelio mesenquimal, en
células tumorales ovaricas.

El objetivo de este proyecto es estudiar el rol del camino de sefalizacién
Notch durante la transicion epitelio-mesenquimal (EMT) en una linea celular
tumoral de ovario de origen epitelial (SKOV3).

Para llevar a cabo nuestro objetivo, se estudiaron caracteristicas asocia-
das ala EMT en células SKOV3 a las cuales se les indujo la EMT mediante la
incubacion con el Factor Transformante Beta 1 (TGF3-1)

Analisis de cambios morfolégicos en células SKOV3

Se evalud el efecto de la inhibicién del sistema Notch mediante la utili-
zacion del inhibidor DAPT, en el proceso de EMT en la linea celular SKOV3
establecida a partir de un carcinoma ovarico epitelial humano. Las células
SKOV3 fueron incubadas en las siguientes condiciones durante 72 hs:

a. Control (ausencia de estimulos),
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b. TGF-B (10 ng/ml, 72 hs) para inducir la EMT
c. DAPT (10 uM, 72 hs), d. TGF-B +DAPT.

En las células incubadas en condiciones controles, se observé una mor-
fologia poligonal tipicamente epitelial y las células se encontraban en contac-
to unas con otras, caracteristico de un tejido epitelial (fig 1).

En presencia de TGF(-1, las células adquirieron una morfologia tipica
fibroblastica, alargada, y las células pierden el contacto entre ellas. En pre-
sencia de DAPT no se observaron cambios respecto del control, pero fue
muy interesante observar que la co-incubacién con TGF-{ previno el cambio
morfolégico inducido por este factor y caracteristico de la transicion (fig 1).

CONTROL TGFp-1 DAPT TGFp-
1+DAPT

Figura 1: Morfologia de células SKOV3 incubadas en diferentes condiciones.
Aumento 40X.

También se analizé la polimerizacion de la actina del citosqueleto utlizan-
do la técnica de Falodina. La Faloidina es una toxina que se une a la actina
F, impidiendo su despolimerizacién. La Faloidina se une especificamente en
la interfase entre las subunidades de F-actina, y en particular la utilizada en
este ensayo se encuentra acoplada al fluorescente TRITC. La incubacién con
TGF-B1 disminuyd la actina dispuesta marginalmente como se observaba en
las células controles, e indujo la formacion de gruesas fibras centrales que
demuestran una activa polimerizacion de la actina y que ademas se encuen-
tran atravesando las células. La incubacion con DAPT no indujo cambio algu-
no en la disposicién del citoesqueleto y nuevamente, la co-incubacién con
TGF-B1 mostré un arreglo en la organizacion de la actina similar al observado
en las células control (fig 2).
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Figura 2: Ensayo de Faloidina en células SKOV3 incubadas en las diferentes condicio-
nes citadas, a 48 hs y 72 hs de cultivo. Aumento 60X, microscopia confocal.

Expresion de las proteinas E y N-caderina y localizacion celular de
B-catenin

Durante el proceso de TEM, se ha descripto el “switch” de caderinas, que
implica la pérdida de E-caderina seguido de un aumento de N-caderina [16].
Nosotros observamos que la incubacion de las células SKOV3 con TGF-f31
disminuyo la expresion de E-caderina y aumento la expresion de N-caderina
(fig 3). DAPT no produjo cambios en la expresion de las caderinas respec-
to de las condiciones control, pero la co-incubacion con TGF-B1 impidio el
switch en la expresion de las caderinas caracteristico del EMT (fig 3).
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Figura 3: Expresion proteica de la proteina epitelial: E-caderina y mesenquimal:

N-caderina en células SKOV3 en las diferentes condiciones de cultivo determinadas
por la técnica de western blot. Diferentes letras indican diferencias significativas p<0,05.
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Estos resultados fueron observados también mediante la técnica de
inmunocitoquimica de las células como puede observarse en las diferentes
intensidades de ambas caderinas (fig 4).

La proteina de B-catenina se encuentra en el citoplasma, de forma solu-
ble, y se encuentra regulada por el sistema Wnt/ B-catenina; y en la mem-
brana celular se encuentra interaccionando con cadherinas. En el proceso
de EMT, al disminuir los marcadores epiteliales, la B-catenina se transloca al
nucleo regulando varios genes asociados a este proceso [17] En el presente
trabajo analizamos mediante inmunofluorescencia la localizacién subcelular
de la fosfo-B-catenina en Ser debido a que esta fosforilacion aumentan la
estabilidad y la actividad transcripcional de la misma [18]. En células contro-
les, la fosfo-B-catenina se encontré principalmente en la membrana celular
en sitios de contacto entre células (fig 5). En células en presencia de TGF-f3,
también se observé marca citoplasmatica y disminuciéon de marca en mem-
brana denotando una activa translocacion de la fosfo-B-catenina al nucleo.
En las células tratadas con DAPT, claramente la localizacién es similar a
la observada en células control, y nuevamente la co-incubacion con TGF-
impidio la translocacion al nucleo (fig 5).

Migracion celular de células ovaricas

Para dilucidar si la inhibicion del sistema Notch afecta la capacidad de
migrar de las células tumorales, realizamos ensayos de herida y transwell
utilizando la linea celular SKOV3 incubada en las condiciones ya descriptas.
Las células incubadas en presencia de TGF-3 aumentaron la capacidad de
migrar en un 140% respecto de las células control. La presencia de DAPT no
modifico la migracion significativamente respecto del control, y la co-incuba-
cion con TGF-f bloqued el aumento de migracién inducido por este ultimo
(Control: 100+17.4 vs TGF-B: 239.5+42.9, p<0.05; DAPT: 61.07+16.4; TGF-
B+DAPT: 48.6+23.7, expresado en porcentaje de migracion) (fig 6).

Estos resultados fueron similares a lo observado por el ensayo de migra-
cion por transwell, donde nuevamente TGF-f estimul6 la migracion celular,
siendo estadisticamente no significativo las diferencias entre los otros trata-
mientos (fig 7).
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Control negativo Control TGF-B1 DAPT DAPT+ |

.
)

Figura 4: Inmunocitoquimica de la proteina E-caderina y N-caderina en células
SKOV3 en las diferentes condiciones de cultivo.

Control TGFB-1 DAPT DAPT+

TGFB-1

Figura 5: Localizacion subcelular de la proteina fosfo-f-catenina (verde: FITC), en célu-
las SKOV3 en presencia de faloidina (rojo) para denotar el citoesqueleto. Aumento 60X.
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Control DAPT TGFB-1 DAPT+

0
CONTROL TGF-B DAPT TGF-g + DAPT TGFB-1

Figura 6: Migracion de células SKOV3 en las diferentes condiciones de cultivo. Se
fotografio a tiempo Ohs: momento en el cual se realiza la herida y luego a tiempo 8 hs:
momento donde se realiza la segunda fotografia. Se calcul6 el area libre de células
y con ello se obtuvo el porcentaje de migracion graficado. Diferentes letras indican
diferencias significativas p<0,05.
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Figura 7: Ensayo de migracion por transwell de las células SKOV3 incubadas en las
diferentes condiciones. Las células se sembraron sobre insertos que contienen filtros
de 0,2 um, luego se les agrego el estimulo y pasado determinado tiempo se contaron
el numero de células que atravesaron el filtro. Las mismas fueron tefiidas con hema-
toxilina para poseer ser contadas con facilidad y se determiné el nimero de células
que migré como lo indica el grafico. Diferentes letras indican diferencias significativas
p<0,05.

DISCUSION:

En este trabajo hemos demostrado que el sistema Notch participa en
el proceso de Transicion Epitelio-Mesenquimal (EMT) de células ovaricas
tumorales humanas (linea celular SKOV3), inducido por TGF3-1, uno de los
principales inductores de este cambio de fenotipo celular imprescindible para
el proceso de metastasis en cancer. Con los ensayos in vitro que se realiza-
ron observamos que, como se esperaba, cuando las células se incubaron
en presencia del principal factor inductor de EMT, TGF(3-1, se observaron
cambios caracteristicos de la EMT como ser cambio en la morfologia celular,
en la disposicién del citoesqueleto y en expresion y localizacién celular de
proteinas que marcan el cambio fenotipico de epitelial a mesenquimal (dis-
minucion de E-caderina, aumento de N-caderina y Translocacion nuclear de
fosfo-B-catenina). Ademas, las células SKOV3 aumentaron su capacidad de
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migrar en presencia de TGF[3-1, accion que en un tumor favorece su capaci-
dad de migracion e invasion. Demostramos, en principio, que efectivamente
TGFB-1 induce cambios fenotipicos en las células SKOV3 que coinciden con
lo que ocurre durante la EMT. Sin embargo, cuando inhibimos el sistema
Notch mediante la incubacion de las células SKOV3 con DAPT, observamos
que estas conservan su fenotipo epitelial y por lo tanto no detectamos cam-
bios en el fenotipo celular. Interesantemente, al inducir el proceso en presen-
cia de TGFB-1 y de forma simultanea inhibir al sistema Notch, observamos
un impedimento de parte de las células en entrar en el proceso de EMT. Esta
co-incubacion, bloqued el cambio morfoldgico, el cambio en el citoesqueleto,
el “switch” de las proteinas caderinas y la Translocacién de fosfo-3-catenina.
Asimismo, impidié el aumento de la capacidad migratoria de las células que
se inducia en presencia de TGFB-1. Por lo tanto, concluimos que la inhibicion
del sistema Notch podria ser una potencial estrategia terapéutica a estudiar
en mayor profundidad para impedir la diseminacion tumoral en cancer de
ovario tumoral.

ABSTRACT

Ovarian cancer —the most lethal of all gynecologic malignancies— is the
eighth most common cancer overall, and the fifth leading cause of death
among women. The high mortality of ovarian cancer is due mainly to the
wide dissemination of peritoneal implants of carcinoma cells throughout the
abdomino-pelvic cavity. The aim or this study was to evaluate the involvement
of Notch signaling in Epithelial to Mesenchymal Transition (EMT)-induced by
TGFB-1, in an ovarian tumor cell line, SKOV3. For this purpose we used the
Notch system inhibitor, DAPT and we incubated the cells in the presence of
TGFB-1; DAPT; TGFB-1+DAPT or in the absence of stimulus (control). We
observed that TGFB-1 induced changes associated to EMT process: mor-
phological changes, cytoskeleton rearrangement, downregulation of epithe-
lial marker (E-cadherin) and increment in mesenchymal marker (N-cadherin),
nucleous translocation of phospho-B-catenin Ser and increment cellular
migration. Neither of these changes were observed in the presence of DAPT
alone compared to control cells, but interesting, the co-incubation with DAPT
and TGFB-1, abolished all these features analyzed associated to Epithelial
to Mesenchymal Transition. We conclude in this work, that Notch system is
involved at least in part, in the Epithelial to Mesenchymal Transition-induced



Fundacién Alberto J. Roemmers 193

by TGF-1, one of the main inducers of this process, in an ovarian carcinoma
epithelial cell line. This is interesting, since these results suggest that Notch
system could be considered as a potential target in ovarian cancer metastasis,
one of the main cause of the high death in women with this type of tumours.
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SINTESIS

La sepsis es una entidad clinica heterogénea asociada a algun tipo de
infeccion, ya sea con bacterias Gram negativas, Gram positivas u hongos.
Sin embargo, aproximadamente el 50% de los casos de sepsis estan asocia-
dos a la infeccion con bacterias Gram negativas. La sepsis afecta al 40% de
los individuos que ingresan a las unidades de cuidados intensivos (UCI), la
sepsis severa ocurre en el 30% y el shock séptico (sepsis severa mas hipo-
tension persistente) en el 15%. Asimismo, alrededor de un 30% de los pacien-
tes con sepsis severa falleceran. Este porcentaje se eleva a un 50-70% si se
desarrolla shock séptico, siendo ésta la principal causa de mortalidad en las
UCI. El sistema inmune de los pacientes con sepsis exhibe una respuesta
bifasica. Inicialmente existen evidencias de una inflamacién sistemica exa-
gerada la cual se cree es causada por la estimulacién de celulas inmunes
(monocitos/macréfagos) por microbios y/o sus productos liberados al estable-
cerse la sepsis. Durante la sepsis, la inflamacion se ha considerado como el
elemento esencial de la respuesta del huésped El lipopolisacarido (LPS) es el
componente principal de la membrana celular de los microorganismos Gram
negativos y es una importante causa de la sepsis tanto en humanos como en
animales. Mas tarde esta fase parece dar lugar a lo que aparentemente es un
estado general de supresiéon inmune, denominada a menudo, inmunoparali-
sis o inmunosupresion postinflamatoria. En este sentido, se vuelve sdlida la
hipotesis que atribuye al desarrollo de un estado de inmunosupresién post-
infeccioso como factor relevante en el pronéstico de la sepsis. De hecho, la
mayoria de los casos fatales se asocian a pacientes sépticos inmunosupri-
midos.

Latolerancia a lipopolisacaridos (LPS) constituye una adaptacion al stress,
en la que que un contacto primario con LPS causa una respuesta minima cuan-
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do una segunda exposicion con el mismo estimulo ocurre. Sin embargo, impor-
tantes mecanismos de la defensa activos son montados durante el estado de
tolerancia. El objetivo de este proyecto fue determinar la contribucién de neu-
trofilos polimorfonucleares (PMN) en la eliminaciéon de una infeccidn bacteria-
na en un modelo murino de tolerancia a LPS. Para ello se empled el modelo
murino de tolerancia a LPS (animales TOL), con un esquemas de inyecciones
diarias de pequenas dosis de LPS (4 dosis de 5 ug). La infeccion polibacteriana
se realizé inoculando en la cavidad peritoneal bacterias obtenidas de intesti-
nos de animales control (CTROL). La deplecion de macrofagos peritoneales
mediante el uso de clodronato en liposomas permite excluir la contribucion de
estas células posibilitando centrar este estudio exclusivamente en los PMN
presentes en el sitio tras el desarrollo de la infeccion.

Dado que el neutrdfilo (PMN) constituye una célula central de la respues-
ta innata como primera linea de defensa en cualquier infeccion, fallas en la
respuesta del mismo durante los fendmenos de inmunosupresion represen-
tan un riesgo potencialmente letal. Esto no habilita a plantear un estudio por-
menorizado estado funcional de los PMN en un contexto de inmunosupresion
asociada a procesos sépticos. Asi, el objetivo central de este proyecto fue
analizar el estado funcional y el rol de los PMN de animales tolerantes en la
resolucion de una infeccidn polibacteriana. Para ello se evaluaron in vivo los
mecanismos involucrados y su relevancia en las distintas etapas en el proce-
so resolucion de la infeccion en ratones tolerantes al LPS

Luego del establecimiento de la tolerancia, la eliminacién de una infec-
cion polimicrobiana producida localmente fue mas eficiente en ratones tole-
rantes tanto en la presencia o ausencia de los macréfagos locales. Al eva-
luar los motivos de esta aumentada eficiencia de eliminacion de bacterias,
observamos una relacion con el hecho de que un mayor nimero de PMN
migraron al sitiode infeccion como resultado de un aumento del nimero de
PMN presentes en el pool marginal los cuales a su vez mostraron una mayor
capacidad quimiotactica. En este fendmeno no influyo diferencias en la acti-
vidad fagocitica o en la produccion de especies reactivas. Sin embargo que
observamos que un mayor numero de PMN migrados al sitio de infeccion en
los ratones tolerantes produce in vitro una mayor cantidad de trampas extra-
celulares de DNA (NET). Teniendo en cuenta esto, determinamos la rele-
vancia de la netosis en la aumentada eficiencia de eliminacion de bacterias
observada en los ratones tolerantes. En este sentido la inoculacion in vivo de
una nucleasa para destruir las NET producida por los neutréfilos se abolié el
aumento de la eficiencia de eliminacion de la infeccion bacteriana observada



Fundacién Alberto J. Roemmers 197

en tolerantes. Esto determiné el rol fundamental que juega la netosis en la
resolucion de una infeccion en un contexto tolerante.

En resumen, un mayor nimero de PMN que llegan al sitio del desafio
bacteriano, presumiblemente procedentes del pool marginal con una mayor
respuesta quimiotactica, junto con una capacidad de formacién de NET
aumentada en los PMN migrados, como se ha demostrado in vitro, parecen
ser los principales mecanismos que conllevan a una prevencion mas eficiente
de la propagacion de bacterias en el estado de tolerancia.

Dado los resultados obtenidos, creemos que el LPS prima los mecanis-
mos involucrados en el aumento de la eliminacién de bacterias en ratones
tolerantes puede ser desencadenada en un intento de compensar las defi-
ciencias observadas en la respuesta inmune adaptativa registrada en estado
de tolerancia.

SUMMARY

Tolerance to lipopolysaccharide (LPS) constitutes a stress adaptation,
in which a primary contact with LPS results in a minimal response when a
second exposure with the same stimulus occurs. However, active important
defence mechanisms are mounted during the tolerant state. Our aim was to
assess the contribution of polymorphonuclear neutrophils (PMN) in the clear-
ance of bacterial infection in a mouse model of tolerance to LPS. After toler-
ance was developed, we investigated in vivo different mechanisms of bacte-
rial clearance. The elimination of a locally induced polymicrobial challenge
was more efficient in tolerant mice both in the presence or absence of local
macrophages. This was related to a higher number of PMN migrating to the
infectious site as a result of an increased number of PMN from the marginal
pool with higher chemotactic capacity, not because of differences in their
phagocytic activity or reactive species production. In vivo, neutrophils extra-
cellular trap (NET) destruction by nuclease treatment abolished the observed
increased clearance in tolerant but not in control mice. In line with this find-
ing, in vitro NETs formation was higher in PMN from tolerant animals. These
results indicate that the higher chemotactic response from an increased PMN
marginal pool and the NETs enhanced forming capacity are the main mech-
anisms mediating bacterial clearance in tolerant mice. To sum up, far from
being a lack of response, tolerance to LPS causes PMN priming effects which
favour distant and local anti-infectious responses.
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EL ROL DEL RECEPTOR ROR1 Y LA VIA DE SENALIZACION
WNT EN EL DESARROLLO Y PROGRESION DE MELANOMA.

Natalia Fernandez y Pablo Lopez Bergami_
Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IBYME-CONICET)

INTRODUCCION

El melanoma es un cancer que se origina a partir de los melanocitos de
la piel normal, generalmente a partir de un lunar preexistente. Constituye la
forma mas severa de cancer de piel y un importante problema sanitario. En
los ultimos afios numerosas iniciativas a escala genémica, como el mapeo de
aberraciones cromosémicas, la determinacion de alteraciones en el niumero
de copias (SCNA, Somatic Copy Number Alterations) y la deteccion de muta-
ciones en células tumorales han permitido identificar vias de sefializacién
posiblemente involucrados en la génesis de melanoma. Recientemente, el
entrecruzamiento de datos provenientes de dos estudios de este tipo rea-
lizados en células de melanoma reveld que las cuatro vias de sefializacién
mas importantes la via de sefializacion de Wnt, la sefializacion por caderinas,
angiogénesis y melanogénesis [1,2].

La via de sefalizacion Wnt cumple un importante rol durante el desarrollo
embrionario, controlando la proliferacion, adhesién, destino, sobrevida, movi-
miento y polaridad celular [3l. Alteraciones en esta via de sefalizacién en la
adultez estan involucradas en una amplia variedad de patologias, incluyendo
numerosos tipos de tumores. En humanos existen 19 ligandos Wnt, proteinas
de secrecion que actuan en forma autdcrina o paracrina al interaccionar con
receptores Frizzled (Fdz), LRP, ROR y Ryk [4. La interaccion de los Wnts con
los receptores lleva a la activacion de la proteina Disheveled (Dvl) via protei-
nas tipo Ga, a partir de la cual la sefializacion se ramifica entre la denominada
via canodnica y vias no canonicas. La via candnica es la mas estudiada y es
fundamentalmente activada por Wnt1 y Wnt3a; involucra la translocacion de
B-catenina al nucleo, via la inhibicion de su complejo de degradacién, y la
activacion del factor de transcripcion TCF/LEF, el cual regula la expresién
de diversos genes como c-myc y ciclina D1, entre otros. El término “vias no

[200]



Fundacién Alberto J. Roemmers 201

canonicas” es utilizado en realidad para referirse a un numeroso conjunto de
vias de sefalizacion alternativas, tales como Wnt/PKC, Wnt/CAMKII, Wnt/
Rho/ROCK, Wnt/proteina Gf/y/fosfodiesterasa/cGMP, Wnt/proteina GB/y/
fosfolipasa C y Wnt/JNK que se activan en respuesta a Wnt4, Wnt5a y Wnt11
entre otros [3, 5] (Fig.2).

Las proteinas Wnt5a y ROR1

Entre los ligandos Wnt que activan la cascada no canoénica el que mas
frecuentemente ha sido asociado a cancer es Wnt5a, cuya expresion se
encuentra aumentada en cancer gastrico, de mama, colon, pulmén, ovario,
pancreas, prostata y melanoma [3,5]. ROR1, al igual que ROR2, pertenece
a la familia de receptores tirosina quinasa y también ha sido descripto como
un receptor de Wnt5a 61. Muy poco se sabe sobre las caracteristicas y meca-
nismos de accioén de estos receptores. Dentro del escaso conocimiento exis-
tente acerca de la funcion de ROR1 sobresale claramente su participacion en
mecanismos de sobrevivencia celular [7,8,9]. Recientemente, se demostro
que ROR1 cumple un rol en el crecimiento tumoral y en la TEM en células de
cancer de mama [10, 11]. Hace s6lo 3 meses se publico el Unico trabajo sobre
ROR1 en melanoma, en donde se demuestra su participacion en la apoptosis
celular [12].

RESULTADOS

Para comprender el origen de la activacion constitutiva de la via de Wnt
no canodnica en melanoma, determinamos la expresion de varios miembros
de la via (Fzd5 y Fzd7, Dkk3 y Wnt4 (resultados no mostrados) en lineas
celulares generadas a partir de distintos estadios de melanoma empleando
la técnica de PCR en tiempo real. También se determino la expresion de
los receptores ROR1 y ROR2 con relacion al grado de malignidad celular.
Mientras que el receptor ROR1 aumenta su expresion en células de estadios
mas avanzados, el receptor ROR2 la disminuye marcadamente (Fig. 1). Para
estudiar la participacion de ROR1 en la supervivencia celular de melanoma
realizamos ensayos de proliferacion mediante la técnica de MTT. En primer
lugar, se observé una disminucion de aproximadamente 30% en la prolifera-
cion celular de la linea celular A375 luego de silenciar la expresion de ROR1
mediante shRNA (Fig. 2). Resultados similares se obtuvieron para la linea
Lu1205 (resultados no mostrados). Luego , analizamos si cambios en ROR1
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alteran la expresion de Akt, una de las principales proteinas involucradas en
la supervivencia celular. Encontramos que la expresion de Akt1 se encuentra
disminuida al silenciar ROR1 y aumenta al sobreexpresar el ADNc de ROR1
(Fig. 3). Este resultado podria ser en parte responsable de la disminucion de
la proliferacion de la linea celular A375 que expresa el shROR1.

Luego, analizamos si ROR1 participa en la apoptosis celular en melano-
ma . mediante la cuantificacién de células luego de la tincion con Anexina V e
loduro de Propidio (IP) en un citémetro de flujo. Se observé un aumento en los
niveles de apoptosis inducida por privacion de suero durante 48hs en ausen-
cia de ROR1 (Fig. 4). Resultados similares se obtuvieron para la linea células
Lu1205 (resultados no mostrados). A nivel molecular, observamos que las
células que expresan el shROR1 presentan menores niveles de la proteina
anti-apoptoética Bcl-2 y un aumento en los niveles de la proteina pro-apoptoé-
tica Bax (Fig. 5). En este mismo sentido, las células que expresan en ADNc
de ROR1 poseen mayores niveles de Bcl-2 (Fig. 5). Estos cambios podrian
cumplir un rol en la susceptibilidad a la apoptosis observada anteriormente.

ROR1 y Wnt5a en células de melanoma.

Dado que ROR1 es uno de los receptores descriptos para el ligando
Whnt5a y recordando la correlacion positiva existente en la lineas celulares de
melanoma entre la expresion de ambos (Fig. 1), nos preguntamos si la expre-
sion de Wnt5a se encuentra afectada cuando ROR1 disminuye o aumenta.
Encontramos que la inhibicion de ROR1 reduce los niveles de Wnt5a en estas
células. En este mismo sentido, la expresion del ADNc de ROR1 en las célu-
las A375 produjo un aumento de 3 veces en la expresion de Wnt5a (Fig. 6).
Por otro lado, quisimos determinar si existia una regulacién entre Wntba y
RORH1, es decir, si Wnt5a afecta la expresion de ROR1. El tratamiento con
Whnt5a produjo un aumento en los niveles del receptor ROR1 (Fig. 7), demos-
trando la existencia de una retroalimentacion positiva entre ambos genes.

Expresion de caderinas y vimentina en células de melanoma.

Para poder interpretar las diferencias observadas en los niveles de
expresion de ROR1 y Wnt5a (Fig. 1), analizamos los niveles de expresion de
algunas de las moléculas de adhesion involucradas en la TEM, en particular
el “switch de caderinas”. Se observo que la expresion de los marcadores
mesenquimales (N-CAD y vimentina) se ve asociada a un mayor grado de
malignidad celular (Fig. 8); mientras que lo inverso ocurre con la expresion
de E-CAD. Sirecordamos el perfil de expresion de ROR1, ROR2 y Wnt5a en
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estas células (Fig. 1) podemos correlacionar la expresiéon de ROR1 y Wnt5a
con un perfil celular tipo mesenquimal y agresivo.

Relacion entre la expresion de ROR1 y los marcadores de la TEM

Los resultados descriptos sugieren una posible relacion entre la expre-
sion de ROR1 y los marcadores de la TEM. Por lo tanto, nos propusimos
investigar si la pérdida o ganancia de expresion de ROR1 tiene un impac-
to sobre la expresion de las moléculas de adhesion caracteristicas del tipo
mesenquimal como N-CAD y vimentina. Se observo una disminucion en los
niveles de N-CAD y vimentina cuando los niveles de ROR1 se encuentran
disminuidos (Fig. 9) y un aumento de las mismas con la sobreexpresion de
ROR1 (Fig. 10). De esta manera, se confirma la existencia de una asociacion
entre los elevados niveles de expresion de ROR1 presentes en las células de
melanoma mas agresivas y el fenotipo mesenquimal.

Participacion de ROR1 en la adhesién celular

De los resultados obtenidos se desprende la posible participacion de
ROR1 en procesos relacionados con la adhesion, motilidad e invasién celu-
lar. Es importante recordar que el aumento o disminucion en los niveles de
ROR1 afecta en el mismo sentido la expresion de Wnt5a, un ligando que ha
sido asociado a cambios en la motilidad e invasion celular. Como una primera
aproximacion, realizamos ensayos de adhesion en las células A375 Scram-
ble y shROR1. Se levantaron las células con una solucién 0.05% tripsina— 0.5
mM EDTA o s6lo con EDTA 20mM, se plaquearon la misma cantidad de célu-
las en placas de 96 pocillos y se las incub6 30 minutos o 6 horas a 37°C. Lue-
go se fijaron y tifieron las células con cristal violeta y se midio la absorbancia
en un espectrofotometro a 560nm. Cuando las células fueron tratadas con
tripsina no se observaron cambio en la adhesién celular, posiblemente por-
que las moléculas de adhesion responsables de la misma fueron escindidas
de la superficie celular (Fig. 11). Sin embargo, cuando se trataron las células
con una solucion de EDTA en ausencia de tripsina, se obtuvo un aumento
significativo en la adhesion celular a los 30 minutos en las células que poseen
disminuida la expresion de ROR1 (Fig. 11).

El aumento en la adhesidn celular a sustrato usualmente correlaciona
de manera inversa con la motilidad celular [13], con lo cual estos resultados
sugeririan que el aumento de la expresion de ROR1 en melanoma podria
estar asociada a un fenotipo de mayor motilidad celular.

ROR1 afecta el crecimiento independiente de anclaje.
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Una de las caracteristicas distintivas de las células tumorales es la capa-
cidad de crecer en ausencia de anclaje. ROR1 ha sido asociado con el remo-
delado de la expresién de marcadores de membrana de la TEM, cruciales en
las interacciones celulares con la matriz extracelular necesarias para el creci-
miento celular [14]. Investigamos entonces si la inhibicion de ROR1 afectaba
el crecimiento celular independiente de anclaje mediante ensayos de creci-
miento celular en agar blando (“soft agar”). Se sembraron la misma cantidad
de células A375 Scramble y shROR1 en un medio con 0.35% de agarosa
sobre una superficie de 0.5% de agar, ambas capas con 10% de SFB. Luego
de 3 semanas se observé que el numero total de colonias formadas en la
linea A375 Scramble fue mayor que en las shROR1 (203+45 vs 93+21) (Fig.
12A). A su vez, se analizo la distribucidn del tamafio de las colonias obtenidas
en ambas condiciones y se observo una marcada disminucién en el porcen-
taje de colonias de mayor tamafio en ausencia de ROR1 (Fig. 12B). Estos
resultados sugieren que el aumento en los niveles de ROR1 en melanoma
estaria involucrado en el mecanismo de crecimiento celular independiente de
anclaje, ya que la inhibicion de ROR1 reduce no soélo la cantidad de células
capaces de generar colonias en agar blando sino también el tamafio de cada
una de las colonias formadas.

CONCLUSIONES

En resumen, los resultados presentados muestran que el receptor de
membrana ROR1 se expresa en las lineas celulares de melanoma mas agre-
sivas, al igual que su ligando Wnt5a. Demostramos que ROR1 cumple un
importante rol en la fisiologia celular, participando en la proliferacion, apopto-
sis, adhesion y crecimiento en ausencia de sustrato. Mas aun, demostramos
que ROR1 participa en la regulacion de la expresion de proteinas involucra-
das en estos procesos.

ABSTRACT

Melanoma represents a serious public health problem due to a sustained
increase in its incidence and the lack of effective therapies for the metastatic
stage. Clearly, a more profound understanding of its altered signaling path-
ways is required to develop more successful therapeutics. Activation of non-
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canonical Wnt signaling in cancer has been described but poorly character-
ized. In melanoma, this pathway is constitutively active due to overexpression
of Wnt5a. We have found that ROR1, a tyrosine kinase receptor of Wnt5a
is overexpressed in melanoma cell lines. ROR1 silencing reduced cell pro-
liferation and sensitized A375 cells to apoptosis in the absence of serum.
We observed downregulation of Akt and Bcl2 upon ROR1 silencing. Higher
expression levels of ROR1 in melanoma cell lines associated with expression
of mesenchymal markers such as N-cadherin, vimentin and Wnt5a. Indeed,
silencing of ROR1 decreased expression of such markers. Accordingly, ROR1
silencing induced an increase in cell adhesion and a reduction in anchorage
—independent cell growth. These results suggest that ROR1 expression in
melanoma contributes with melanoma progression.
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FIGURAS

Figura 1. PCR cuantitativa en tiempo real de los receptores ROR1 A) y ROR2 B) y del
ligando Wnt5a C) en distintas lineas celulares de melanoma. Los resultados se expre-
san normalizados a los valores de expresion de RNP2 y relativizados a la linea Wm35
para ROR1y SkMel28 para ROR2 y Wnt5a.
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Figura 2. ROR1 contribuye a la proliferacién celular. Ensayo de proliferacion por MTT
de células A375 estables para la expresion del shARN de ROR1B y Scramble. Se pla-
quearon la misma cantidad de células y se las cultivé en placas de 96 pocillos con 10%
SFB durante 5 dias. En paralelo se realiz6 una curva de calibracion con un nimero de
células conocido. El reactivo MTT se incub6 durante 4 horas a 37°C, luego se disol-
vieron los cristales formados y se midié la absorbancia en un espectrofotémetro a 560
nm. Los resultados se expresan como numero de células luego de 5 dias.
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Figura 3. ROR1 regula los niveles de Akt1. A) PCR en tiempo real de Akt1 en células
A375 estables para la expresion del shARN de ROR1B y Scramble. Los resultados se
expresan normalizados a los niveles de RNP2 y relativizados a la linea Scramble. B)
PCR en tiempo real de Akt1 en células A375 estables para la expresién del ADNc de
ROR1 y vector vacio. Los resultados se expresan normalizados a los niveles de RNP2
y relativizados a la construccion vacia. C) Western blot de Akt1 en células A375 esta-
bles para la expresion del shARN de ROR1B y Scramble. Se empleé GAPDH como
control de carga. N=3, p<0,01. D) Western blot de Akt1 en células A375 estables para
la expresién del ADNc de ROR1 y el vector vacio. Se emple6 GAPDH como control
de carga.
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Figura 4. ROR1 se asocia a mecanismos de resistencia a apoptosis. Ensayo de apop-
tosis mediante la medicién de Anexina V y IP en células A375 estables para la expre-
sion del shARN de ROR1B y Scramble luego de 48 hs en cultivo en condiciones de
10 0 0% SFB. Los resultados se expresan como porcentaje de células marcadas con
Anexina Ve IP.
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Figura 5. ROR1 afecta los niveles de Bcl-2. A) PCR en tiempo real de Bcl-2 en célu-
las A375 estables para la expresion del shARN de ROR1B y Scramble. Los resultados
se expresan normalizados a los niveles de RNP2 y relativizados a la linea Scramble.
B) Western blot de Bcl-2 y Bax en células A375 estables para la expresion del shARN
de ROR1B y Scramble. Se emple6 GAPDH como control de carga. C) PCR en tiempo
real de Bcl-2 en células A375 estables para la expresién del ADNc de ROR1 y vector
vacio. Los resultados se expresan normalizados a los niveles de RNP2 y relativizados
a la construccion vacia.
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Figura 6. ROR1 regula la expresion de Wnt5a. A) PCR en tiempo real de células
A375 estables para la expresion del shARN de ROR1 y Scramble. Los resultados se
expresan normalizados a los niveles de RNP2 y relativizados a la linea Scramble. N=3,
p<0,01. B) Western blot de Wnt5a en A375 Scramble y shROR1. Se emple6 GAPDH
como control de carga. C) PCR en tiempo real de Wnt5a en células A375 estables para
la expresion del ADNc de ROR1 y vector vacio. Los resultados se expresan normali-
zados a los niveles de RNP2.
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Figura 7. Wnt5a regula los niveles de
ROR1. PCR en tiempo real de células
A375 tratadas durante 10 horas con MC
control o Wnt5a. Los resultados se expre-
san normalizados a los niveles de RNP2y
relativizados al tratamiento control.

Figura 8. PCR cuantitativa en tiempo real de N-CAD A), vimentina B) y E-CAD C)
en distintas lineas celulares de melanoma. Los resultados se expresan normalizados
a los valores de expresion de RNP2 y relativizados a la linea Wm35 para N-CAD y

vimentina y a SkMel28 para E-CAD.
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Figura 9. ROR1 regula la expresién de marcadores mesenquimales. A) PCR en tiem-
po real de N-CAD A) y vimentina B) en células A375 estables para la expresion del
shARN de ROR1B y Scramble. Los resultados se expresan normalizados a los niveles
de RNP2 y relativizados a la linea Scramble. N=3, p<0,01. C) Western blot de N-CAD
en células A375 estables para la expresion del shARN de ROR1B y Scramble.
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Figura 10. ROR1 regula la expresion de marcadores mesenquimales. A) PCR en tiem-
po real de N-CAD A) y vimentina B) en células A375 estables para la expresion del
ADNCc de ROR1 y vector vacio. Los resultados se expresan normalizados a los niveles
de RNP2y relativizados a la construccion vacia. C) Western blot de vimentina en célu-
las A375 estables para la expresion del ADNc de ROR1 y vector vacio.
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Figura 11. ROR1 disminuye la adhesion celu-
lar. Ensayo de adhesion celular en células Adhesion
A375 estables para la expresién del shARN
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Figura 12. La inhibicién de ROR1 disminuye el crecimiento independiente de anclaje.
Ensayo de formacion de colonias en agar blando en células A375 estables para la
expresion del shARN de ROR1 y Scramble. A) Numero de colonias totales obtenidas.
B) Distribucion del tamafio de colonias obtenido, expresado como porcentaje de las
colonias totales.
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ROL DE LOS RECEPTORES MUSCARINICOS EN LA
MALIGNIZACION CELULAR Y LA PROGRESION TUMORAL.
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INTRODUCCION

La transicion hacia la malignidad de una célula esta marcada por la alte-
racion progresiva de una variedad de puntos de control genético e histopa-
tolégico, incluyendo la amplificacion o inactivacién de genes especificos, la
expresion de marcadores tumorales, alteraciones estereotipicas en la célula
y la arquitectura del tejido que culminan en la desregulacioén del ciclo celular,
un crecimiento de tipo invasivo, incremento en la movilidad, quimiotaxis y
cambios en la expresion de componentes de la superficie celular. De hecho,
la tumorigénesis es a menudo conceptualizada y resumida en una serie de
etapas entre las que se pueden distinguir: la angiogénesis, la extravasacion,
la invasion, y la colonizacién. La angiogénesis constituye un paso central en
la tumorigénesis dado que sostiene el crecimiento y la diseminacion metas-
tasica

La Acetilcolina (Ac) es uno de los neurotransmisores mas importantes
tanto en el sistema nervioso central como periférico. Puede activar dos tipos
de receptores: nicotinicos y muscarinicos (RM), (1). Se han descripto 5 sub-
tipos de RM: M1-M5. La Ac puede regular funciones celulares basicas como
la expresion de genes, la proliferacion, la diferenciacion, la organizacion del
citoesqueleto, el contacto célula-célula, la locomocion, la migracion, etc.

Se ha demostrado que la expresion de RM esta significativamente
aumentada en células tumorales de distintos tipos como las de colon y
mama. Su activacion promueve la proliferacién y la angiogénesis, las que a
su vez potencian el crecimiento tumoral (2). En nuestro laboratorio hemos
realizado importantes contribuciones demostrando la implicancia de la fun-
cionalidad de los RM en las células tumorales de mama. Describimos la
sobreexpresién de receptores M2 y M3 en muestras quirdrgicas de tumo-
res de mama humana y ausencia de los RM en tejido normal de la misma
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glandula. Asimismo, la expresién de estos receptores es mayor cuanto mas
agresivo e invasivo es el tumor (3). Evidenciamos que la activacion de la
sefializacion a través de los RM en la linea celular MCF-7, derivada de un
carcinoma ductal de mama humana que sobreexpresa los subtipos 3 y 4
de RM, estimula la proliferacién y migracion celular fundamentales en la
progresion tumoral. En este sentido, describimos que el agonista colinérgi-
co carbacol (CARB) promueve significativamente la proliferacion y migra-
cién de las células MCF-7 y que dicho efecto se revierte en presencia del
antagonista no selectivo atropina (AT) (4). Asimismo, hemos demostrado la
ausencia de RM tanto en muestras de tejido normal de glandula mamaria
como en la linea epitelial no tumorigénica de mama normal humana MCF-
10A (5). Recientemente, describimos en ensayos in vivo un incremento en
la respuesta angiogénica inducida por las células MCF-7 tratadas previa-
mente con CARB. La misma se revirtio en presencia de AT demostrando la
importancia de la sefializacion de los RM en dicho proceso (6).

Para poder desarrollar terapias antitumorales efectivas es de vital impor-
tancia establecer los mecanismos involucrados en la tumorigénesis. Queda
claro que el proceso de transformacion tumoral esta compuesto por una serie
de pasos complejos y multifactoriales en el que la sobre-expresion de los RM
es un evento entre muchos otros. Sin embargo, es esta misma complejidad la
que dificulta dilucidar el proceso y establecer terapéuticas antitumorales mas
efectivas. En este sentido, cobra vital importancia el poder abordar estrate-
gias que nos permitan dilucidar el rol que tienen los distintos componentes
en este proceso. Por ello, en este proyecto nos propusimos evaluar el rol de
los RM sobre la malignizacion celular; en particular establecer si la sobreex-
presion de los distintos subtipos de RM nos permite dilucidar la contribucién
especifica de los mismos en la desregulacion que lleva a una célula normal a
transformarse en una célula tumoral.

MATERIALES Y METODOS

Cultivo de células normales y tumorales: La linea tumoral MCF-7
(ATCC HTB22), se cultivé en medio DMEM:F-12 suplementado con L-gluta-
mina 2 mM, gentamicina 80 ug/mly 10% de SFB. La linea epitelial no tumori-
génica MCF-10A (ATCC: CRL-10317) y las lineas estables derivadas de ella
se cultivaron en medio DMEM-F12 suplementado con hidrocortisona 0.5 mg/
ml, ml; EGFh 10 ug/ml, e insulina 5 mg/ml a 37°C en atmosfera hiumeda con
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5% de CO2. El medio de cultivo se reemplazara por medio fresco 3 veces/
semana.

EXPRESION DE LOS RM

1.Clonado de los RM en vectores de expresion: Utilizando primers
especificos que incluyen sitios de corte para enzimas de restriccion se
amplifico por PCR las secuencias correspondientes a los subtipos de RM
humanos. Las mismas se clonaron direccionalmente en el vector de expre-
sion pcDNA3/V5 his B que incluye el gen de resistencia a ampicilina para
la seleccidn en bacterias y el antibidtico geneticina para la seleccién en
mamiferos. La correcta incorporacion del fragmento se evalué con enzi-
mas de restriccidn y la ausencia de alteraciones en la secuencia descrip-
ta se descartd por secuenciacién automatica de los clones positivos. Se
compararon las secuencias obtenidas con las descriptas en el banco de
datos NCBI Reference Sequence: NM_000740 para el RM3 y NM_000741
para el RM4.

2. Transfeccion y obtencion de lineas celulares estable: por medio
de curvas de mortalidad se determind la concentracion optima de genetici-
na (G418) para la seleccion de los clones positivos (100ug/ml) que causa la
mortalidad de las células que no incorporaron el plasmido con la resistencia
entre los 7-14 dias de exposicidn al antibiotico. Se procedié a generar las
lineas estables utilizando un electroporador de la marca Bio-rad con celdas
de 0,2umy un protocolo de punto final (100volts, 1000uF). Se parti6 de 1x10
células MCF-10A en un volumen de 0,2ml de medio y utilizaron 5 ug de DNA
plasmidico expresando la secuencia correspondiente a los subtipos de
receptores muscarinicos (RM) RM y/o RM4 con el fin de generar una linea
estable que exprese RM, otra que exprese RM vy otra que exprese ambos.
Como control se realizé el mismo protocolo utilizando un plasmido control
que no expresa la resistencia a G418. Luego del pulso, las células fueron
sembradas en placas de 6 pozos con medio completo 10% SFB y cultivadas
en estufa gaseada 5% CO2. Al dia siguiente se adiciond el antibidtico de
seleccion geneticina con el fin de eliminar aquellas células que no incorpo-
raron el plasmido expresando el gen de la resistencia. Luego de 15 dias en
presencia de G418 fueron evidentes los distintos foci celulares originados a
partir de las células que sobrevivieron al tratamiento de seleccién. Se pro-
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cedié entonces a aislar y expandir las colonias resistentes. Posteriormente
se comprobo la expresion de los RM de cada clone por RT-PCR, Western
blot y citometria de flujo utilizando anticuerpos especificos.

Funcionalidad de los RM: Se determino el efecto de la activacion de los
RM con el agonistas colinérgico carbacol (CARB) y antagonistas farmacolo-
gicos (atropina: AT, o antagonistas selectivos de M3 y M4: 4-DAMP y tropica-
mida, respectivamente) en las dosis farmacolégicas adecuadas.

Ensayo de migracion celular: Se sembraron 2x10 células/pozo en
medio DMEN:F12 con 5% de SFB a 37°C en una atmosfera de 5% CO . Des-
pués de que las células se adhieren son deprivadas de suero y luego tratadas
durante 1 hora con 10 M de CARB (concentracion efectiva maxima) en pre-
sencia o ausencia de los antagonistas muscarinicos AT, 4-DAMP y Tropica-
mida (10 M) durante 30 minutos previo al agregado del CARB. Después del
tratamiento se realizd una herida en la monocapa de 4 mm, se reemplazé el
medio por medio fresco sin suero y se cultivd durante 12 hs. adicionales. La
migracion de las células se fotografio a intervalos regulares. El area cubier-
ta se cuantifico utilizando el programa Image j. Los resultados se expresan
como el porcentaje de migracion en relacion al control..

Ensayo de angiogénesis in vivo: Para este ensayo se utilizaron rato-
nes hembras NUDE, atimicos, adultos provenientes de la colonia del bioterio
de la Comision Nacional de Energia Atémica que se mantuvieron en condi-
ciones de esterilidad siguiendo el protocolo disefiado por el Instituto Nacional
de la Salud (USA) en la Guia para el cuidado y manejo de animales de labo-
ratorio. Los animales se inocularon por via i.d. en ambos flancos con 0,1ml
de una suspension -ajustada a una concentraciéon de 2.10 /ml- conteniendo
células de los clones estudiados pretratados o no con los distintos agonistas
/antagonistas muscarinicos Luego de 5 dias los animales se sacrificaron y
se separo por diseccion la piel de los tejidos adyacentes. Se observo la res-
puesta vascular en la cara interna de la piel con un microscopio KONUS,
fotografiando digitalmente los sitios de inoculacion y se cuantificé el numero
de vasos. La densidad de vasos () se determina por la formula: Y niumero de
vasos en cada cuadrado/numero total de cuadrados (7).

Crecimiento tumoral in vivo: Se administré 10 células/0,2 ml de medio
DMEM en forma s.c. en el flanco izquierdo de ratones NUDE hembras. Se
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evaluaré el crecimiento tumoral midiendo con calibre milimétrico dos diame-
tros perpendiculares 4 veces por semana cada animal durante 30 dias. Se
calculara el diametro promedio como (d1xd2)%2

RESULTADOS

Generacion de lineas estables de mama humana expresando los
subtipos RM y/o RM.

Las secuencias correspondientes a los subtipos RM y RM humanas
se clonaron en el vector de expresion pCDNA 3.2 y se verificd su correc-
ta insercion por restriccion enzimatica y secuenciacion. Posteriormente, se
transfectaron los mismos en la linea no tumorigénica de mama humana MCF-
10A por electroporacion y se cultivé en presencia del antibidtico de seleccion
geneticina (G418) para seleccionar las células que incorporaron el plasmido
y portan la correspondiente resistencia. Luego de 15 dias en presencia de
G418 fueron evidentes los distintos foci celulares originados a partir de las
células que sobrevivieron al tratamiento de seleccion. La figura 1 muestra
ejemplos representativos.

Se aislaron un total de 10 clones de cada linea estable generada y se
procedio a evaluar la presencia de RM y/o RM en cada uno de ellos para
seleccionar el clon con mejor expresion a partir de los cuales se establecie-
ron las lineas estables. A partir de aqui se mantuvo la seleccion con G418
pero con una concentracion de mantenimiento (50ug/ml).

Como control de la técnica, en la figura 1 también se muestran las célu-
las normales de mama MCF-10A que fueron electroporadas pero a las que
no se les adicioné G418. Como se puede observar las células sobreviven al
pulso eléctrico de electroporacion. Ademas se realizé un control de seleccion
donde las células fueron sometidas al mismo protocolo de transfeccién pero
en presencia de un plasmido control que no expresa la resistencia al antibioti-
co. Como se esperaba las células no sobrevivieron luego de 15 dias en cultivo
en presencia de geneticina.
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MCF-10A Plasmido control RM, + RM,

Figura 1: Obtencion de clones de las distintas lineas estables MCF-10A-RM , MCF-
10A-RM Y MCF-10A-RM RM . Se muestran fotos donde se observan foci celulares
representativos de las tres lineas estables generadas luego de 15 dias de cultivo en
presencia de geneticina (100ug/ml). Como control se muestra células normales de
mama MCF-10A que fueron electroporadas pero a las que no se les adicion6 G418
y células a las cuales se sometid al mismo protocolo de electroporacion pero con un
plasmido control que no expresa la resistencia al antibiético.

Evaluacion de la expresion de los RM en cada linea estable generada.

Se evalud la expresion de RM y RM en los distintos clones obtenidos por
citometria de flujo, inmunofluorescencia y western blot utilizando anticuerpos
especificos para los 2 subtipos de receptores.

Todos los clones testeados expresaron el /los RM transfectados, por lo
cual se eligio un clon de cada uno de ellos con alta expresién proteica.

En la figura 2 se muestran los datos de citometria de flujo para la expre-
sion de RM FITC y RM PE de las tres lineas generadas. Como control nega-
tivo se utilizaron las células normales MCF-10A que no expresan RM y como
control positivo se emplearon células de la linea tumoral humana MCF-7
derivada de un adenocarcinoma mamario y que expresa RM y RM. Como
muestra la figura la linea MCF-10A-RM presenta una expresion de RM similar
a la de linea tumoral MCF-7 y ausencia de expresion de RM como la linea
parental MCF-10A. Inversamente la linea estable MCF-10A-RM no eviden-
cia expresion de RM mientras que la expresion de RM presenta una media
de fluorescencia mayor a la manifestada por MCF-7. Por su parte, la linea
estable MCF-10A-RM RM presenta una alta expresion de ambos subtipos de
receptores.
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Figura 2: expresion de RM en las lineas estables generadas: Se muestra histogramas
representativos de la expresion de los subtipos de RM y RM en células de las lineas
estables MCF-10A-RM , MCF-10A-RM y MCF-10A-RM RM por citometrias de flujo
utilizando anticuerpos especificos para los receptores humanos. Como control nega-
tivo se grafica la expresién de estos subtipos de RM en la linea parental MCF-10A y
como control positivo se ve la intensidad de fluorescencia de las células tumorales de
mama humana MCF-7.

Adicionalmente se realizé la evaluacion de la expresion de los RM en
las tres lineas estables generadas por técnicas de inmunocitoquimica (figu-
ra 3) y western blot (figura 4) con anticuerpos especificos. Nuevamente se
pudo observar la correcta expresion de el/los subtipos de RM en las distintas
lineas.



218 Anales 2010-2012

RM3

RM4

RM3RM4
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Figura 3: expresion de RM en las lineas estables generadas: Se muestra fotos repre-
sentativas de la expresion de los subtipos de RM y RM en células de las lineas esta-
bles MCF-10A-RM , MCF-10A-RM y MCF-10A-RM RM por inmunocitoquimica utili-
zando anticuerpos especificos para los receptores humanos. Como control negativo
se grafica la expresion de estos subtipos de RM en la linea parental MCF-10A y como
control positivo se ve la intensidad de fluorescencia de las células tumorales de mama
humana MCF-7.
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Figura 4: expresion de RM en las lineas estables generadas: Se muestran ejemplos
representativos de la expresion proteica de los subtipos de RM y RM en extractos
obtenidos a partir de células de las lineas estables MCF-10A-RM , MCF-10A-RM y
MCF-10A-RM RM por western blot utilizando anticuerpos especificos para los recep-
tores muscarinicos humanos. Como control negativo se muestra la expresion de estos
subtipos de RM en la linea parental MCF-10A y como control positivo se ve la expre-
sion células tumorales de mama humana MCF-7.
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Efecto de la activacion colinérgica sobre la progresion tumoral.

Luego de verificar la correcta expresion de los RM se procedio al estudio
funcional sobre algunos parametros de mayor relevancia durante la progre-
sion tumoral.

En primer lugar se evaluo el efecto de la estimulacion colinérgica sobre
la capacidad de migracion celular de las lineas estables generadas utilizando
el ensayo de herida. Para ello, las células previamente deprivadas de suero
durante 12 h fueron tratadas con el agonista colinérgico carbacol (CARB)
durante 1 hora en presencia o ausencia de los antagonistas farmacoldgicos
(atropina: AT, antagonista muscarinico no selectivo; 4-DAMP: antagonista
RM 'y tropicamida: antagonista RM ) durante 30 minutos previo al agregado
del CARB. Después del tratamiento se realizé una herida en la monocapa de
4 mm, y cultivé durante 16 hs adicionales fotografiando el area de la herida a
tiempo 0 y12h. Los resultados se expresan como el porcentaje de area de la
herida cubierta debido a la migracién celular en relacién al control a tiempo 0
para cada grupo experimental.

La figura 5 muestra que la estimulacion colinérgica no tiene efecto sobre
la migracion celular de la linea no tumoral MCF-10A (que no expresan RM).

Al evaluar el efecto de la estimulacion muscarinica sobre la capacidad
de migracidn celular de las lineas estables generadas se observo que la
misma aumenta la migracion celular en la linea MCF-10 A-RM y que este
efecto que revierte en presencia de AT y del antagonista selectivo 4-DAMP
(fig. 1 B) indicando que el RM3 es funcional y su activacion modula la activi-
dad celular. De forma similar, la estimulacion colinérgica aumento la migra-
cion celular en la linea MCF-10 A-RM vy el efecto que revierte en presencia
de AT y del antagonista selectivo Tropicamida (figura 1 C), mientras que el
tratamiento con carbacol incrementa la migracién celular en la linea MCF-
10 A-RMRM vy este efecto que revierte en presencia tanto de AT como de
los antagonistas selectivos 4-DAMP y Tropicamida (Figura 1 D). En conjun-
to, los resultados muestran que las lineas estables generadas expresan RM
funcionales y que la sefializacion mediada por estos modula la capacidad
de migracion celular.

Adicionalmente se cuantificé el efecto de la estimulacion colinérgica
de los RM sobre la respuesta angiogénica inducida in vivo por las células
de las lineas estables generadas. Para ello se utilizaron ratones hembra
NUDE atimicos adultos. Las células MCF-7 provienen de un tumor estro-
geno dependiente que expresa receptores para esta hormona, para poder
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evaluar el crecimiento tumoral se administraron 2ug/ratén de 173-estradiol,
previamente a la inoculacion de las células tumorales. El resto de las célu-
las de las distintas lineas estables generadas se inocularon sin estrogenei-
zar a los ratones.

Se inocularon los ratones en ambos flancos por via i.d. con 2x10
células/0,1ml. Luego de 5 dias los animales se sacrificaron y se separé por
diseccion la piel de los tejidos adyacentes. Se observé y fotografio la densi-
dad de vasos en la cara interna de la piel con un microscopio KONUS, poste-
riormente la imagen se proyecté sobre una cuadricula a escala. La densidad
de vasos (0) se determino por la formula: ) nimero de vasos en cada cua-
drado/numero total de cuadrados. La figura 6 muestra fotos representativas
de la respuesta neovascular obtenida en los distintos grupos experimentales.
Como se observa en el grafico las tres lineas estables generadas expresando
RM y/o RM incrementaron la angiogénesis con respecto a la linea no tumoral
MCF-10A de la que derivan y la densidad de vasos fue similar a la obtenida en
el ensayo por la linea tumoral de mama MCF-7.
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Figura 6: Ensayo de angiogénesis in vivo. Fotos representativas del nivel de vasculari-
zacioén presente en las pieles de los ratones nude inoculados con MCF-7 (b), MCF-10A
(c), MCF-10A-RM3 (d) y MCF-10A-RM4 (e) y MCF-10A-RM3RM4 (f) En primer lugar se
muestra el grado de vascularizacién en condiciones basales (a) .En el grafico se mues-
tra la cuantificacion del N° de vasos/ mm para los distintos grupos experimentales. Los
valores representan el promedio + E.S. de 3 experimentos realizados por triplicado. ***
p<0.001 vs Basal , # p<0.001 vs MCF-10 A
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Los resultados muestran que los RM expresados en las distintas lineas
estables son funcionales y concluimos que la activacién de los RM por la
acetilcolina enddégena promueve la respuesta neovascular inducida por las
células de estas lineas de manera similar que la generada por la linea tumoral
MCF-7.

Por ultimo realizamos ensayos de crecimiento tumoral in vivo. Para ello
se administraron 10 células/0,1 ml de medio DMEM sin suero en forma
s.c. en el flanco izquierdo de ratones ratones hembras NUDE . Se evalud
el crecimiento tumoral midiendo con calibre milimétrico dos diametros per-
pendiculares 3 veces por semana a cada animal durante 30 dias. Se calculo
el volumen promedio como (d1xd2)’2 De acuerdo con los datos previos
de bibliografia la linea MCF-10A no desarrollo tumores durante el ensayo
in vivo. Las tres lineas estables generadas transfectando los RM y/o RM
fueron capaz de crecer formando tumores sélidos de aspecto compacto y
lobular. De las tres lineas MCF-10A-RM4 presenté una mayor cinética de
crecimiento ( Figura 7).
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Figura 7: Ensayo de crecimiento tumoral de las lineas estables generadas expresan-
do RM y/o RM . Ratones NUDE hembras fueron inoculados en el flanco izquierdo
con 10 células/0,1 ml de cada una de las lineas estables. Se evalud el crecimiento
tumoral midiendo con calibre milimétrico dos diametros perpendiculares. Se calcul6
el volumen promedio para cada uno de los grupos experimentales. La medicion de los
tumores se realizé 3 veces por semana a cada animal durante 30 dias.
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Como hemos sefialado anteriormente la sefalizacion mediada por los
RM tiene un gran impacto sobre la célula y es capaz de modular funciones
celulares basicas como la proliferacion, la diferenciacion, el contacto célula-
célulay la reorganizacion del citoesqueleto. En conjunto, nuestros resultados
indican que la desregulacion de la expresion de los RM lejos de ser un even-
to menor juega un rol de importancia durante el proceso de transformacion
celular hacia un fenotipo tumoral.

ABSTRACT

Muscarinic receptors (MR) belong to the G-protein-coupled receptor
family, and are extensively expressed in most mammalian cells. They are
constituted by seven transmembrane helices. Five different MR were identi-
fied in mammals: M-M.

Breast cancer is the most frequent cancer in women. In the last years,
our experimental data suggest that the MR could influence tumor growth. In
this sense, we have previously reported that MR, which are absent in normal
human mammary tissue, are strongly expressed in tumor samples surgically
obtained from breast cancer patients. In line with these previous results, we
demonstrated that MCF-7 cells derived from a human mammary adenocar-
cinoma express M and M receptor subtypes, while non tumorigenic MCF-
10A cells did not exhibit MR expression at all. It has also been reported that
MR are linked to different steps of tumor progression, such as cell migration,
proliferation and angiogenesis This could be assigning a central role to MR
as promoters of malignant progression. In this work, we investigate whether
changes in the level of expression of MR are involved in the pathophysiology
of cancer. Non tumorigenic MCF-10A cells were transfected with pCDN3 MR
and/or MR plasmid. The activation of MR3 and/ or MR4 subtypes regulates
both the in vitro cellular migration levels and the induced angiogenesis and
cellular growth in vivo.

Together these results suggest that the deregulation of cellular MR
expression it is a very important step in the malignization process leading a
normal cell to become a tumor cell.
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RESUMEN

Los linfocitos B han sido caracterizados por su capacidad secretora de
anticuerpos y por su funcién como células presentadoras de antigeno, con-
tribuyendo en forma positiva al desarrollo de una respuesta inmune tanto
humoral como celular.

En los ultimos afios, se ha descripto la existencia de células B involucra-
das en la inhibicién de la respuesta inmune, caracterizadas principalmente
por ser secretoras de IL-10. Estas células se estudiaron ampliamente vin-
culadas a enfermedades autoinmunes pero poco se sabe sobre su rol en
cancer. En un trabajo previo, demostramos que la progresion del fibrosar-
coma murino MCC induce un marcado incremento de linfocitos B y linfocitos
T regulatorios en ganglios drenantes del tumor. Mas aun, la deplecion de
ambas poblaciones mediante drogas quimioterapéuticas aumenta la tasa de
regresion tumoral inducida por un tratamiento inmunoldgico; sugiriendo que
la presencia de linfocitos B y T regulatorios en el entorno del tumor favore-
cerian su crecimiento. El objetivo del presente trabajo fue caracterizar las
células B de ratones portadores y profundizar en su rol durante el crecimiento
tumoral en relacion a otras células del sistema inmune. Demostramos que
las células B de ratones portadores expresan IL-10 y Granzima B y tienen la
capacidad de inhibir una proliferacion alogeneica. Ademas mediante la admi-
nistracion de anti-CD20 (Biogen Idec) observamos un retardo significativo en
el crecimiento tumoral acompafiado de un aumento en el nimero de células
activadas (CD8IFNy y CD8 CD25) y una disminucién en el niumero de células
T regulatorias (CD4 Foxp3 ) presentes en los ganglios drenantes. Los resul-
tados indican que las células B cumplen un rol inhibitorio en nuestro sistema
propiciando el crecimiento tumoral y destacan la importancia de éstas células
al momento de disefar protocolos inmunoterapéuticos.

[224]
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INTRODUCCION

Los linfocitos B han sido caracterizados por su capacidad secretora de
anticuerpos y por su funcién en la presentacién antigénica a células T contri-
buyendo en forma positiva al desarrollo de una respuesta inmune tanto humo-
ral como celular. En los Ultimos afios, se ha descrito también la existencia de
células B con funcién regulatoria (inhibitoria de la respuesta inmune) . Estas
se caracterizan principalmente por ser secretoras de IL-10, una citoquina que
entre otras funciones, disminuye la expresion de moléculas coestimulatorias
en células presentadoras de antigeno, afectando asi la respuesta inmune
desde su inicio. Las células B regulatorias han sido detectadas tanto en
humanos como en distintos modelos experimentales con un fenotipo mas
determinado en estos ultimos (CD5B220, CD1d CD5CD19). Asimismo, se
ha descripto que estimulan el desarrollo de las células T regulatorias (CD4
CD25 Foxp3) involucradas en la inhibicion de la proliferacion, diferencia-
cion y activacion de células T efectoras

En particular en céancer, el rol de los linfocitos B es controvertido. Las
células B son requeridas para la 6ptima activacion de células T CD4y T
CD8 durante la respuesta antitumoral. La progresion de ciertos cance-
res humanos y murinos induce el aumento de linfocitos B, tanto a nivel de
érganos linfaticos como dentro del propio tumor. Originalmente se conside-
ré la presencia de células B como un indicador de prondstico positivo, no
so6lo por la potencial proteccion que otorgaria la produccion de anticuerpos
tumor- especificos sino por la cooperacion con las células T citotoxicas . Sin
embargo, otra serie de estudios sugiere que pueden ejercer un rol inmuno-
supresor, generando tolerancia al tumory contribuyendo al escape tumoral.

En estudios previos hemos analizado el efecto del crecimiento tumoral
sobre el sistema inmune del portador utilizando un fibrosarcoma murino
inducido por metilcolantreno (MCC). Demostramos que la progresion del
tumor induce un marcado incremento de linfocitos B y linfocitos T regula-
torios (T reg) presentes en el ganglio drenante. Mas aun, la deplecion de
ambas poblaciones mediante drogas quimioterapéuticas lleva a un aumen-
to de la tasa de regresiéon tumoral inducida por un tratamiento inmunoldgico;
sugiriendo que la presencia de linfocitos B y T reg en el entorno del tumor
favorecerian el crecimiento tumoral. En efecto, muchos autores demostra-
ron que el aumento de T reg constituye uno de los mecanismos utilizados
por el tumor para suprimir la respuesta inmune antitumoral pero, como des-
cribimos previamente, el papel de los linfocitos B en la inmunidad tumoral
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podria ser dual y aun no se encuentra totalmente dilucidado. Durante este
trabajo se estudiaron las caracteristicas fenotipicas y funcionales de
los linfocitos B y su rol en la respuesta antitumoral.

RESULTADOS

Basandonos en estudios previos sobre la inmunogenicidad del tumor
MCC a lo largo de su desarrollo, establecimos 3 estadios tumorales: NP o
tumor no palpable (48 hs post in6culo tumoral), INM o fase de inmunogenici-
dad (100-400 mm ), TOL o fase tolerogénica (800-1200 mm ). El tumor MCC
inoculado en forma subcutanea drena principalmente al ganglio inguinal y a
los ganglios axilares. Centramos nuestros estudios en los ganglios linfaticos
inguinales drenantes del tumor (NLDT).

La presencia del tumor MCC induce cambios en el sistema inmune del
portador. Se observaron aumentos en el nimero de células totales presentes
en los ganglios. En particular la poblacion que mas aumenté durante el cre-
cimiento tumoral fue la de linfocitos B. Estas células presentaron un fenotipo
activado a las 48 hs post-indculo tumoral (NP), evidenciado por un aumen-
to en la expresion de la molécula CD40 en membrana. Mas tardiamente,
cuando el tumor ya se encuentra establecido (INM y TOL), detectamos un
aumento en la expresion de MHCII que no se acompafo de diferencias en
la expresion de moléculas coestimulatorias (Figura 1). Durante todo el creci-
miemto tumoral no observamos diferencias significativas en la expresion de
MHCI en membrana de estos linfocitos.

Ademas, hallamos que los linfocitos B son productores de IL-10 (Figura
2) y Granzima B (Figura 3) en estadios avanzados del desarrollo tumoral. La
IL-10 es una citoquina con multiples funciones en distintos tipos celulares. En
particular, en la generacion de una respuesta inmune, altera la funcionalidad
de las células presentadoras de antigenos al inhibir la secrecion de citoqui-
nas pro-inflamatorias y reducir la expresion de MHCII y moléculas coesti-
mulatorias y de adhesién. En cuanto a Granzima B, su funcion asociada a
linfocitos B aun esta discutida pero podria relacionarse con la inhibicion de la
proliferacion de células T.
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Figura 2: Expresion intracelular de IL-10. Se analizé por citometria de flujo la pre-
sencia intracelular de IL-10 en linfocitos B de ganglio. Se muestran Dot plots repre-
sentativos. Se indican porcentajes de células en ganglio total (n=4 ratones por grupo).
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Figura 3: Expresion de Granzima B. Se analizé por citometria de flujo la presencia
intracelular de Granzima B en linfocitos B de ganglio. Se muestran Dot plots represen-
tativos. Se indican porcentajes de células en ganglio total (n=3-4 ratones por grupo).
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Debido a los cambios detectados en el fenotipo de los linfocitos B duran-
te el crecimiento tumoral, nos propusimos depletar estas células in vivo y rea-
lizar distintos ensayos a fin de evaluar el rol de las células B en la respuesta
antitumoral. Utilizamos un anticuerpo anti—-CD20 (clon 18B12) gentilmente
otorgado por Biogen Idec. Evaluamos la presencia de células B (células
CD19) en sangre periférica durante los 14 dias posteriores a la administra-
cion de anti-CD20 6 anti-IgG como control (Figura 4). Al mismo tiempo, ana-
lizamos la curva de crecimiento tumoral y observamos que los tumores de
los ratones a los que se les administraba anti-CD20 crecian mas lento que
aquellos a los que se les administraba IgG, indicando cierta accion inhibitoria
de las células B sobre la respuesta inmune antitumoral (Figura 5). En este
sentido, células B aisladas de ratones portadores demostraron ser capaces
de inhibir una proliferacion alogeneica (no se muestra).
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Figura 4: Efecto de la administracion de anti-CD20 sobre el porcentaje de célu-
las B presentes en sangre periférica. Se muestran histogramas representativos de
la cinética de deplecion de células B en ratones portadores.

Completamos nuestro estudio analizando el efecto de la deplecion de
células B sobre las poblaciones efectoras de los ganglios drenantes del
tumor. Observamos que la presencia de células B durante el crecimiento
tumoral disminuye el numero de células CD8 expresando IFNy y CD25 (mar-
cadores de activacion) a la vez que aumenta el nimero de células CD4 Foxp3
(regulatorias- Figura 6).
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Figura 5: Curva de crecimiento tumoral en ratones portadores depletados de
células B (anti-CD20) o en ratones portadores control (IgG). Se muestra un expe-
rimento representativo (n=6).
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Figura 6: Cambios fenotipicos detectados en las células efectoras presentes en
ganglios drenantes. Las barras muestran el nimero de células activadas (CD8 IFNy
y CD8 CD25-A,B) y regulatorias (CD4 Foxp3,C) presentes en ganglio drenante (n=3-4
ratones por grupo).

CONCLUSION

Nuestros resultados muestran que las células B actuan negativamente
sobre la respuesta antitumoral, impidiendo la activacion de células efectoras
a la vez que inducen un aumento de células T regulatorias en los ganglios
drenantes donde deberia iniciarse la respuesta inmune frente al tumor. Los
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datos presentados en este informe junto a los ya publicados por el grupo
nos permiten sefialar que las células B, al igual que como ya es ampliamen-
te establecido para las células T regulatorias, deben ser tenidas en cuenta
durante el disefio de inmunoterapias.
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EFECTO DEL ACIDO TRANS-RETINOICO COMO
TRATAMIENTO UTILIZADO EN UN MODELO MURINO
DE INMUNOSUPRESION ASOCIADO
A PROCESOS INFECCIOSOS
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La sepsis es una patologia relacionada a una infeccion con bacterias
Gram negativas. Suceden dos etapas, la primera donde hay una respuesta
inflamatoria exacerbada y la segunda que termina con un estado de inmuno-
supresidn donde se registran la mayoria de los casos fatales. Los lipopolisa-
caridos (LPS) son glicolipidos presentes en la membrana de estas bacterias
siendo los mas potentes inmuno estimuladores de la respuesta inflamatoria.

El fendmeno de inmunosupresion de la sepsis ha sido abordado a nivel
experimental a través de la induccion de tolerancia a LPS, siendo éste un
modelo ampliamente aceptado ya que representa distintos aspectos de la
inmunosupresion asociada a la sepsis como alteraciones en la funcion de los
linfocitos, monocitos y una menor respuesta inmune humoral primaria (Rear-
te, B. y col. Clin Exp Immunol, 159(2):208-16)

De esta forma, una posible estrategia consistiria en la administracion
de drogas que reviertan este estado de inmunosupresiéon. Los mecanismos
celulares asociados a esta inmunosupresion no han sido elucidados has-
ta el momento, pero se hipotetiza que distintos tipos celulares con poten-
cial inmunosupresor como son las células mieloides supresoras (conocidas
como Myeloid-Derived Supresor Cells, MDSC) podrian ser activos partici-
pantes en el mantenimiento de la inmunosupresion asociada a los procesos
sépticos. Esta poblacion posee dos subpoblaciones diferentes que expresan
el CD11b pero poseen distinta expresion del marcador Gr-1, high y low. Los
efectos inhibitorios de las MDSC sobre las células T estan mediados por dos
enzimas del metabolismo de la arginina, la forma inducible de la éxido nitrico
sintetasa (iNOS), que cataliza la oxidacion de la L-arginina (L-Arg) generando
oxido nitrico (ON) y citrulina, y la Arginasa-1 (Arg1), que convierte la L-Arg en
Ureay L-ornitina (Bronte, V. y col. Trend Immunol. 2003;24(6):302-6).El Acido

[231]
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All-Trans Retinoico (ATRA) es un derivado de la vitamina A con conocidos
efectos inmunomoduladores. Entre ellos, se ha descripto que el ATRA pro-
mueve la respuesta inmune humoral frente e patégenos, reduce la mortalidad
frente a determinadas infecciones (Semba, R.D y col. Proc. Nutr. Soc, 129,
783-791), diferencia progenitores mieloides (MDSC) a fenotipos maduros
(Gabrilovich, DIy col. Cancer Res.15;66(18):9299-307.) y refuerza el sistema
inmunoldgico (Stephensen, C.B. Annu. Rev. I. Nutr, 2001. vol 21:167-192;)
Por lo descripto anteriormente nuestra hipoétesis de trabajo es que la

intervencion farmacolégica con drogas inmunomoduladores, como el ATRA,
que tengan efectos sobre la poblacién celular de MDSC o sobre su funcion
podria mejorar la inmunocompetencia en estados de inmunosupresién aso-
ciados a fases tardias de la sepsis.

El objetivo general de este proyecto fue determinar el efecto del ATRA
sobre las MDSC como estrategia de reversion de la inmunosupresion media-
da por LPS.

RESULTADOS

Trabajamos con un modelo murino aplicando dosis crecientes de LPSi.p
(5-100 ug/dia/ratén) durante 20 dias en paralelo con ATRA (500 ug/dia/ratén)
(grupo IS+ATRA) o vaselina (vehiculo) (grupo IS) via oral. Al grupo Control se
le administrd solucion fisiologica i.p o ATRA so6lo (grupo ATRA)

En la primera etapa del proyecto se midié la respuesta inmunolégica
mediada por anticuerpos y la variacion de la poblacion de las células dendri-
ticas (CDs) (CD11c+) en ratones inmunosuprimidos por LPS y tratados con
ATRA.

En primera instancia se observé mediante un ensayo de hemoaglutina-
cion en los animales tratados con ATRA respecto a los IS un restablecimiento
parcial del titulo de anticuerpos frente a un antigeno T-dependiente (Figura 1).

El resultado obtenido anteriormente demostré que el ATRA reestablecio
parcialmente la respuesta inmune humoral primaria ya que se observo un
aumento en el titulo de anticuerpos anti-gldbulo rojo.

Ademas se estudié mediante citometria de flujo a la poblacién de célu-
las dendriticas (CDs, CD11c+) las cuales intervienen en la respuesta inmune
humoral (Figura 2).
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Figura 1: Se muestra el titulo de anticuerpos obtenido en un ensayo de hemoaglutina-
cion utilizando los sueros de animales luego de 7 dias de ser inoculados intraperito-
nealmente con globulos rojos de carnero.
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Figura 2: Se representa el numero absoluto de CDs (CD11c+). Este nimero se obtuvo
utilizando el % de células CD11c+obtenido por citometria de flujo y los valores de los
numeros de células totales obtenidos por recuento en camara de Newbauer.

Este resultado esta indicando que el ATRA aumenté el nimero de célu-
las dendriticas CD11c+, probablemente asociadas a contribuir al aumento del
titulo de anticuerpos observados anteriormente.
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Luego continuamos nuestro estudio sabiendo que en la etapa de inmuno-
supresion existe una disminucién marcada del nimero de linfocitos, en este
sentido se midieron los efectos del ATRA en cuanto a la modulacion de distin-
tas poblaciones celulares en los ganglios de los ratones de los distintos grupos.

Con el objetivo de entender los mecanismos por el cual el ATRA modi-
ficaba la respuesta inmune funcional de ratones IS se estudiaron distintas

poblaciones celulares del ganglio (Figura 3).
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El ATRA aumenta significativamente el niumero de poblaciones de linfo-
citos CD8+, CD4+ y CD19+, los cuales estaban disminuidos en el grupo de
ratones IS, esto se correlaciona con la disminucion en el recuento de linfoci-
tos totales en el ganglio. De esta forma el ATRA estaria reestableciendo el
numero de linfocitos y de esta forma también contribuyendo a aumentar el
titulo de anticuerpos en el ratén inmunosuprimido.

Ademas se midi6 el nUmero de la poblacién de células supresoras MDSC
en ganglio de animales IS (Figura 4). Se observé que estaban incrementadas
significativamente respecto al grupo control, sin embargo no se encontraron
diferencias entre el grupo IS y el tratamiento con el ATRA en ambas pobla-
ciones de células MDSC Gr-1 CD11b+y Gr-1 CD11b+.
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*vs Control, p<0,05

Figura 4: Los graficos de barras muestran los nimeros absolutos obtenidos por cito-
metria de flujo de la poblacién de células MDSC (Gr-1 high/low, CD11b+)

Estos resultados nos permitieron observar que el ATRA aumenta el
namero de linfocitos pero no modifica los valores de células MDSC respecto
a los animales inmunosuprimidos.

Por otro lado se ha descripto un aumento de MDSC en la etapa de inmu-
nosupresion, las cuales podrian estar interviniendo probablemente inhibien-
do la proliferacion de linfocitos T. Por lo tanto nuestro siguiente objetivo fue
estudiar si el ATRA puede revertir esta disminucion de la proliferacion de los
linfocitos T en animales inmunosuprimidos (IS), modulando de alguna forma
(en numero o actividad) la poblacion de células MDSC.
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Figura 5: Se muestra la proliferacion de linfocitos T estimulados con concanavalina
A (estimulo linfocito T-especifico), entre los distintos grupos. Las células proliferando
se midieron utilizando MTT, el cual se incorpora a las mitocondrias de las células
proliferando dando un color violaceo en el medio celular cuya densidad 6ptica (DO)
se leyo a 570nm.

Observamos que el tratamiento con el ATRA a los ratones IS logra reestablecer
los valores de proliferacion de los linfocitos T a valores cercanos a los del grupo Con-
trol (Figura 5).

El ATRA restituye totalmente la disminucién de la proliferacion de linfoci-
tos T observados en el grupo IS.

En concordancia con lo mostrado anteriormente observamos que efec-
tivamente la poblacién de células supresoras MDSC son las que estarian
interviniendo en la disminucién de la proliferacion de linfocitos T en los ani-
males IS. Esto fue comprobado al realizar un ensayo de deplecion para célu-
las Gr-1+ utilizando beads magnéticas y un anticuerpo anti-Gr-1 y midiendo
luego, en la poblacién depletada, la proliferacion de linfocitos T (Figura 6).
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Figura 6: Se muestra en el grafico de barras la proliferacion de células antes y luego
de depletar las células Gr-1 con beads magnéticas para los distintos grupos.
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La deplecion de las células MDSC reestablecid la proliferacion de linfo-
citos T en los ratones inmunosuprimidos

Hasta ahora hemos visto que el tratamiento con ATRA en animales
inmunosuprimidos modula la poblacion de linfocitos, aumentando sus valo-
res y también permite un reestablecimiento total de la proliferacién de linfo-
citos T, sin modificar la poblacién de células supresoras MDSC. Por lo tanto
nuestro objetivo siguiente consistio en estudiar si el ATRA tiene efectos
sobre estos mediadores inhibitorios éxido nitrico (ON) y Arginasa-1 presen-
tes en cultivos de linfocitos donde los mismos presentan una menor prolife-
racion. Para ello medimos la presencia de ON en cultivos de proliferacion
de linfocitos T, utilizando como técnica de medicion del ON la de Griess
(Figura 7).

pg/ml ON
‘.‘

N
1

X

I.

Control IS IS+tATRA ATRA vs Control, #vs IS, p<0,05

Figura 7: Este grafico representa los ug/ml de 6xido nitrico medidos por la técnica de
Griess, en los distintos grupos de ratones. Se midio6 la densidad 6ptica del producto
coloreado y luego mediante una curva estandar se realizé la conversion de DO a con-
centracién ug/ml de éxido nitrico.

El tratamiento con ATRA en los ratones IS disminuyé los elevados nive-
les de ON en el sobrenadante de los cultivos de proliferacion.

Para completar el estudio, medimos la actividad de la enzima Argina-
sa-1 en células de ganglio de los cultivos de proliferacion de linfocitos T y
observamos que efectivamente el tratamiento con el ATRA a los ratones
inmunoprimidos disminuyo los valores elevados de la actividad de Argina-
sa-1 (Figura 8).
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Figura 8: Valores de Arginasa-1. Se define a 1 Unidad de Arginasa-1 como la cantidad
de enzima necesaria para catalizar la formacién de urea en 60 minutos.

El tratamiento con el ATRA en los ratones IS disminuy¢ los elevados
niveles de actividad de Arginasa-1.

CONCLUSION

En el transcurso de este trabajo se pudo poner a punto y caracterizar
el modelo de inmunosupresién murino por LPS. Utilizando este modelo se
observé que el tratamiento con la droga inmunomoduladora ATRA modificé
el escenario inmunoldgico alterado en los ratones inmunosuprimidos.

Por un lado, el reestablecimiento de la respuesta inmune humoral prima-
ria y el aumento de la proliferacion de linfocitos T confirmaron que el ATRA
posee efectos que modifican la respuesta inmunologica funcional en los rato-
nes del grupo IS. Posteriormente al estudiar y observar aumentos significati-
vos en las distintas poblaciones celulares de linfocitos CD4+, CD8+, CD19+
y células dendriticas CD11c+ respecto al grupo IS, permitié determinar que
la administracién de ATRA a animales IS altera el numero celular de dis-
tintas poblaciones, probablemente contribuyendo de esta manera a mejorar
la defensa inmunoldgica. Paralelamente se pudo registrar la capacidad de
esta droga de disminuir la actividad supresora de la poblacién celular MDSC,
especificamente disminuyendo la produccion de ON y Arginasa-1, pero sin
modificar su nimero celular respecto a los ratones IS.

Estos resultados, nos alientan a decir que el ATRA reestablece algunos
parametros inmunoldgicos alterados en la inmunosupresién por LPS y que,
probablemente estos efectos estén mediados en parte por su interaccion con
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la poblacién de MDSC al disminuir su actividad supresora. Estudios poste-
riores permitiran profundizar sobre este mecanismo de accién y entender
como es la interaccién de esta droga con la poblacion MDSC, reforzando la
posibilidad de utilizar al ATRA como tratamiento paralelo en pacientes que
se encuentren en un estado de inmunosupresién asociado a etapas tardias
de la sepsis.

RESUMEN

La inmunosupresién derivada de los procesos sépticos esta asociada a
la disminucion de la proliferacion de los linfocitos (Li) T. A su vez, las células
mieloides inmaduras supresoras (MDSC) Gr-1+ CD11b+ participan en este
proceso mediante la produccién de la 6xido nitrico (ON) y la activacion de la
Arginasa 1 (Arg1). El Acido Trans-Retinoico (ATRA) es una droga inmunomo-
duladora y tiene efectos sobre distintas poblaciones celulares, muchas veces
modulando su sobrevida. El objetivo general de este proyecto fue determinar
el efecto del ATRA sobre las MDSC como estrategia de reversion de la inmu-
nosupresion mediada por LPS. Trabajamos con un modelo murino aplicando
dosis crecientes de LPS i.p. (2-100 ug/dia/ratén) durante 20 dias en paralelo
con ATRA (500 ug/dia/raton) (grupo IS+ATRA) o vaselina (vehiculo) (grupo
IS) via oral. Al grupo Control se le administré solucion fisioldgica i.p o ATRA
solo via oral (grupo ATRA). La proliferacion T fue determinada en cultivos de
células de ganglio en respuesta a concanavalina A. Mientras que en el grupo
IS se observo una disminucion de la proliferacion T con respecto al Control, el
grupo IS+ATRA fue capaz de revertir este efecto. También el grupo IS+ATRA
registré un aumento del nimero de Li de ganglio CD19+,CD8+,CD4+ medi-
do por citometria de flujo respecto al grupo IS. La administracién paralela
de ATRA no logré disminuir la poblacién MDSC aumentada en el grupo IS
respecto al Control. Sin embargo, la actividad de las MDSC se encontro dis-
minuida en el grupo IS+ATRA presentando una menor producciéon de ON
y actividad de Arg1 respecto al grupo IS (p<0,05). En conclusion, nuestros
resultados indican que la administracién de el ATRAa los ratones IS rees-
tablece parametros de la respuesta de la inmunidad adaptativa, como por
ejemplo la generacion de anticuerpos y la proliferacion de células T, modu-
lando el numero de linfocitos y disminuyendo mediadores de inhibitorios de
MDSC. ElI ATRA mejora el estado inmunoldgico en la inmunosupresion deri-
vada de LPS.
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ABSTRACT

Immunosuppression resulting from septic processes is associated with
decreased proliferation of T lymphocytes (Ly). In turn, immature myeloid
suppressor cells (MDSC, Gr-1+ CD11b+) are involved in this process by the
production of nitric oxide (NO) and the activation of Arginase 1 (Arg1). All-
Trans-Retinoic Acid (ATRA) is an immunomodulatory drug and has effects
on different cell populations, often modulating their survival. The overall
objective of this project was to determine the effects of ATRA on MDSC as
a strategy for reversing the LPS-mediated immunosuppression. We worked
with a mouse model using increasing doses of LPS ip (5-100 ug/day/mouse)
for 20 days in parallel with ATRA (500 ug/day/mouse) (IS+ATRA group) or
Vaseline (vehicle) (group IS) orally. The control group was given saline i.p.
(Control group) or ATRA alone orally (ATRA group). T cell proliferation was
determined in cultures of lymph node cells in response to concanavalin A.
While the IS group showed a decrease in T cell proliferation compared to Con-
trol, in the IS+ATRA group this effect was reversed. Moreover, the IS+tATRA
group showed an increase in the number of Ly in lymph nodes (CD19+, CD8+,
CD4+) as measured by flow cytometry compared to IS mice. Administration
of ATRA failed to reduce the population of MDSC that was increased in the
IS group. However, the activity of MDSC in T cell proliferation cultures was
decreased in the group IS+ATRA, showing a smaller production of NO and
Arg1 activity compared to the IS group. In conclusion, our results indicate that
ATRA administration to IS mice restored parameters of the adaptive immune
response such as antibody generation and T cell proliferation, by modulating
the number of Ly and reduced the inhibitory mediators produced by MDSC.
Therefore, ATRA improves the immunological state in LPS-derived immuno-
suppression.
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INTRODUCCION

ElI SUH es una enfermedad que afecta principalmente a lactantes y nifios
en la primera infancia, y se caracteriza por anemia hemolitica microangiopa-
tica, trombocitopenia y dafio renal agudo. En Argentina, esta enfermedad es
endémica y constituye la primer causa de insuficiencia renal aguda, la segun-
da de insuficiencia renal cronica, y es responsable del 20% de los transplan-
tes renales en nifios y adolescentes (Arch Latin Nefr Ped, 2001; 1:35-56). Su
forma tipica o post-diarrea se desarrolla secundariamente a la infeccion con
cepas de E. coli enterohemorragicas (EHEC) productoras de toxina Shiga
(STEC) en el 15% de los nifios infectados (Clin Microbiol Rev, 1989; 2:15).
Distintas evidencias muestran que la respuesta inflamatoria durante la evo-
lucion de la infeccion juega un rol clave en el desarrollo del SUH (Clin Exp
Immunol, 1999; 116(3):462-7).

La fractalquina (CX CL1) es una quimioquina que puede expresarse en
forma soluble o anclada a membrana, actuando como molécula de adhe-
sion, (Nature, 1997; 385:640) y seria responsable en parte de la infiltracién
de los monocitos durante los procesos inflamatorios en rifdon (Kidney Int,
2002; 62:488). La expresion de CX CL1 es inducible en endotelio y epitelio
por estimulacion con citoquinas inflamatorias como TNF-ay LPS. (J Leukoc
Biol, 1999; 66:937). El receptor para fractalquina, CX CR1, se expresa en
células natural killer (NK), monocitos y un subset de linfocitos T (Cell, 1997;
91:521).

Recientemente, nuestro grupo ha demostrado que los pacientes con
SUH agudo presentan bajo porcentaje de células CXCR + (Monocitos y Natu-
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ral Killer) en sangre periférica y que dicho porcentaje correlaciona en forma
negativa con el grado de severidad del SUH, y con la presencia de células CX
CR + en biopsias renales (Blood, 2007; 109:2438-45). Estas observaciones
sugieren que durante el desarrollo del SUH, podria existir un reclutamiento
especifico de células CXCR + por fractalquina.

Por otra parte, han sido identificados dos polimorfismos debidos a muta-
ciones puntuales (single nucleotide polimorphism o SNP) en el marco de lec-
tura abierto del gen que codifica CX CR . Estas mutaciones en las posiciones
839 CaT y 745 GaA causan cambios en la secuencia aminoacidica de CX
CR (T280M y V249I, respectivamente) y conducen a una disminucion de la
afinidad del receptor por su ligando, afectando su funcion. Estudios realiza-
dos por otros grupos han asociado a estos polimorfismos con el riesgo de
desarrollo y progresion de varias enfermedades. Por ejemplo, los pacien-
tes homocigotas para el genotipo 1249 tienen una mas rapida progresién a
SIDA, posiblemente debido a que se ve comprometido el rol de este receptor
en dirigir las células inflamatorias a los sitios de infeccion, mientras que los
pacientes con haplotipo V249-T280 muestran una menor progresion (J Infect
Dis, 2005, 191:1971-80). En otro estudio, el genotipo VI-249 fue asociado a
una reduccion de riesgo a sufrir eventos coronarios (Blood, 2001, 97: 1925-
28). En este caso, el efecto protectivo de 1249 es mediado a través de un
reducido reclutamiento de células inflamatorias al sitio dafiado (Scand J Clin
Lab Invest. 2008; 68(4):286-91).

Por todo esto, decidimos estudiar los polimorfismos en tres grupos
de nifios: Controles sanos, pacientes con infecciones STEC autolimitadas
(I-STEC) y pacientes que han evolucionado a SUH, con el fin de determinar
la existencia de asociacion entre un polimorfismo determinado del gen CXCR
y el riesgo de evolucionar a la complicacién sistémica SUH.

RESULTADOS

Se determinaron los polimorfismos descriptos para el receptor CXCRen
132 Controles Pediatricos Sanos, 87 Pacientes SUH y 14 Pacientes I-STEC.
Sus muestras de ADN fueron obtenidas a partir de orina y a continuacion,
los SNP se determinaron mediante la técnica de PCR-RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphisms). La misma consistié en amplificar por PCR
un fragmento de 588 pb que contenia los dos sitios polimérficos descrip-
tos, digerir los amplicones con las enzimas BsmBI y Psp1406 (Blood, 2001.
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97: 1925-1928) y por ultimo, analizar los distintos patrones de fragmetos de
restriccion (Figura 1).

Genotype II vi VvV L100 T™M TT MM

588 bp <+

383 bp ., 372bp
297 bp

205 bp —> 216 bp

~ 7 ~ >

B o e
Psp14061 (Acll) BsmBI (Esp3l)

Figura 1: PCR-RFLP representativo (Gel de agarosa 2,5%)

Una vez obtenidos los genotipos, se analizaron las frecuencias de los
polimorfismos por separado (VV, VI, Il o TT, TM, MM), de los genotipos
combinados (VV-TT, VI-TT, VI-TM, II-TT, II-TM y 1I-MM), y los haplotipos
(V249T280, 1249T280 y 1249M280). En las diferentes tablas se muestran el
numero de individuos y los porcentajes. Todos los analisis se basaron en la
determinacion de los Odd Ratios (ORs) respecto al genotipo normal (VV-TT),
como una medida asociacién entre los genotipos CXCR y el SUH. La signifi-
cancia de las asociaciones se evalud con el test x .

Para comenzar, se analizaron las frecuencias de portacién de cada
mutacién, comparados con el genotipo normal (Tabla 1). No se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes SUH y los
Controles sanos. Los ORs no ajustados, asociados a 1248 (genotipos VI+II
vs. VV) y M280 (genotipos TM+MM vs. TT) fueron 0,82 (Cl 95%, 0,48-1,42,
p=0,49) y 1,04 (IC95%, 0,57-1,89, p=1), respectivamente. Luego, se anali-
zaron las frecuencias de los genotipos mutados en su forma homocigota y
heterocigota, respecto al genotipo normal. Se observé que el genotipo VI
fue menos frecuente entre los pacientes SUH comparados con los Controles
sanos (27,5% vs. 35,5%), mientras que el genotipo homocigota Il fue mas
frecuente (14% vs. 10,5%). Sin embargo, ninguna de estas diferencias fue
estadisticamente significativa.
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Tabla 1: Distribucion de los genotipos en las poblaciones analizadas

V249| vV 71 (54%) 51 (58,5%) 12 (86%) 1 - -
Vi 47 (35,5%) 24 (27,5%) 2 (14%) 0,71 0,29 0,39-1,3
1 14 (10,5%) 12 (14%) - 1,19 0,83| 0,51-2,8
Portadores | 61 (46%) 36 (41,5%) 2 (14%) 0,82 0,49]0,48-1,42
Fecuencia | 0,28 0,28 0,08
T280M T 95 (72%) 62 (71%) 13 (93%) 1 - -
™ 31(23,5%) 21 (24%) 1(7%) 1,04 1 10,55-1,97
MM 6 (4,5%) 4 (5%) - 1,02 1 |0,28-3,77
Portadores M 37 (28%) 25 (29%) 1(7%) 1,04 1 10,57-1,89
Frecuencia M 0,16 0,17 0,04

A continuacion, se estudiaron las frecuencias de los genotipos combina-
dos. Se encontré que las mismas fueron similares entre los Pacientes SUH y
Controles sanos en casi todos los genotipos posibles, excepto en el genotipo
VI-TT. Sin embargo, aunque este genotipo fue menos frecuente entre los
pacientes SUH, en comparacioén con los Controles sanos (9% vs. 18%), estas
diferencias no resultaron ser estadisticamente significativas (p=0,1).

Tabla 2: Distribucién de los genotipos combinados en las poblaciones analizadas

Controles Pacientes

Genotipo sanos Pacientes |-STEC

combinado (n=132) SUH (n=87) (n=14) odd ratio P IC 95%
VV-TT 71 (54%) 51(59%) 12 (86%) 1
VI-TT 24 (18%) 8 (9%) 1(7%) 0,46 0,1 0,19-1,12
VI-TM 23 (17,5%) 16 (18%) 1(7%) 0,97 1 0,47-2,01
11-MM 6(4,5%) 4 (5%) - -
I-TT - 3(3%) - .
II-T™ 8 (6%) 5(6%) - -

Tres de los seis genotipos combinados no fueron evaluados debido al
pequefio numero de individuos con esos genotipos.

Por ultimo, se analizaron las frecuencias de los haplotipos en los grupos
estudiados (Tabla 3). No se encontraron diferencias en las frecuencias de los
tres haplotipos entre los Pacientes SUH y Controles sanos.
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Tabla 3: Frecuencias de los haplotipos en las poblaciones analizadas

Haplotipo Controles sanos Pacientes SUH Pacientes I-STEC
(n=132) (n=87) (n=14)
\VV249-T280 185 (71%) 126 (72%) 26 (93%)
1249-7280 32 (12%) 19 (11%) 1(3,5%)
1249-M280 43 (17%) 29 (17%) 1(3,5%)

Respecto a los pacientes I-STEC, aun no se pudieron realizar compara-
ciones debido al pequefio nimero de muestras analizadas.

CONCLUSIONES Y DISCUSION:

Este es el primer estudio en caracterizar los polimorfismos del gen CX
CR en la poblacion argentina y en pacientes SUH.

Las frecuencias de los genotipos o haplotipos entre los pacientes SUH y
Controles sanos fueron similares. Aunque se observé una menor frecuencia
del genotipo VI-TT en los pacientes con SUH, no se encontré una asocia-
cion estadisticamente significativa entre dicho polimorfismo y el desarrollo de
SUH en nifios argentinos. Sin embargo, esta diferencia se podria incrementar
aumentando el nimero de individuos analizados.

Actualmente el SUH no tiene tratamiento especifico, y el grado de
lesién renal durante la fase aguda define la evolucion a mediano-largo pla-
zo. Esto hace que el 30 % de los nifios sufra insuficiencia renal crénica
llegando incluso a una insuficiencia terminal, requiriendo como unica alter-
nativa el transplante. Por este motivo, seria muy interesante la busqueda de
marcadores que permitan predecir entre los infectados con STEC, aque-
llos con alto riesgo de evolucionar a SUH. Mucho se esta trabajando en la
busqueda de una terapia especifica que permita controlar el nivel de dafio
renal, y hasta el momento lo que si es seguro es que dicha terapia debera
aplicarse antes del diagnéstico clinico de SUH. Debido a que solo un 15%
de niflos desarrolla el SUH, es importante contar con predictores de mala
evolucion, que permitan tratar sélo a aquellos nifios con alta probabilidad
de evolucionar a SUH.
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RESUMEN

La forma tipica del sindrome urémico hemolitico (SUH) se caracteriza
por anemia hemolitica microangiopatica, trombocitopenia y dafio renal agu-
do. Es una complicacion sistémica que se desarrolla en el 10-15% de los
nifios infectados con cepas enterohemorragicas de Escherichia coli pro-
ductoras de toxina Shiga (STEC). Distintas evidencias sostienen que para
la patogénesis del SUH, no sdlo se requiere la interaccion de la toxina Shiga
(Stx) con su receptor especifico en la células endoteliales y epiteliales rena-
les, sino que la respuesta inflamatoria del huésped juega un papel decisivo
en dicha evolucion.

La fractalquina (CX CL ) es una quimioquina transmembrana que se
expresa en células endoteliales y epiteliales activadas, y ha sido implicada en
diversos procesos patolégicos, debido a que puede promover la migraciéon
y adhesion de poblaciones celulares que expresan su receptor especifico
(CX CR) hacia dicho tejido. Nosotros hemos reportado que los pacientes
con SUH presentan bajo porcentaje de células CXCR + (Monocitos y NK) en
sangre periférica, correlacionandose en forma negativa con la severidad del
SUH, y la presencia de células CX CR + en biopsias de pacientes. Por otro
lado, se han identificado dos polimorfismos (V2491 y T280M) en el marco
de lectura abierto del gen CX CR, que afectan la expresion y funcion del
receptor. Algunos polimorfismos han sido asociados con menor riesgo en el
desarrollo de enfermedades vasculares. Por todo esto, el objetivo de nuestro
trabajo fue determinar si alguno de los polimorfismos del CX CR se asocia
con un menor riesgo de desarrollar SUH. Luego de analizar los polimorfismos
en 132 controles sanos y 87 pacientes SUH, no hemos encontrado diferen-
cias significativas entre las frecuencias genotipicas o haplotipos. Por lo tanto,
los polimorfismos de CX CR no constituirian un factor de riesgo genético en
el desarrollo de SUH en los pacientes pediatricos.

ABSTRACT

Post-diarrhea Hemolytic Uremic Syndrome (HUS) is a vascular disease
characterized by nephropathy, thrombocytopenia, and hemolytic anemia.
It is a life-threatening systemic complication that occurs in 10-15% of chil-
dren infected with enterohemorraghic Shiga-toxins (Stx) producing-bacteria
(STEC). Although Stx induces damage on endothelial and epithelial cells,
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clinical and experimental data suggest that host’s inflammatory response to
bacterial virulence factors plays a pivotal role in the pathogenesis of the dis-
ease.

Fractalkine (CX CL1) is a transmembrane chemokine expressed on epi-
thelial and endothelial cells upon activation which was involved in pathologic
processes by orchesting the selective migration and adhesion of specific sub-
sets of CX3CR1-expressing leukocyte to inflammed tissues. We have found
that HUS patients present a significant decrease in circulating leukocytes
expressing the receptor for fractalkine (CX3CR1) (monocytes and Natural
killer cells), which correlated with poor prognosis. In addition, CX3CR1+ leu-
kocytes were detected in renal biopsies of HUS patients.

Two single-nucleotide polymorphisms of the CXCR gene (T280M and
V249I) affect fractalkine receptor expression and function. Some polymor-
phisms were linked to lower risk of atherosclerosis, acute coronary events,
and coronary artery endothelial cell dysfunction. According to these data, we
studied a plausible protective effect of CX3CR1 polymorphisms in inflamma-
tion-mediated vascular injury, that could allow some of the children carrying
this haplotype escape from a complete form of HUS. After analyzing poly-
morphisms in 132 healthy controls and 87 HUS patients, we did not found
significant differences in the haplotype or genotype frequencies. Therefore,
we could not find a significant association between CX CR polymorphisms
and HUS development in argentinean children.



INTERACCION ENTRE LOS GENES DE LOS COMPLEJOS
PROTECTOR Y NO PROTECTOR DE TELOMEROS EN CELULAS
DE MIELOMA MULTIPLE. CORRELACION CON ACTIVIDAD DE
TELOMERASA Y LONGITUD TELOMERICA

Julieta Panero, Flavia Stella, Graciela Maciel, Irma Slavutsky.
Laboratorio de Genética de Neoplasias Linfoides, Instituto de Medicina
Experimental, CONICET-Academia Nacional de Medicina.

RESUMEN

Las proteinas de unién a telémeros cumplen la funcién de proteger los
extremos cromosomicos, siendo de gran importancia en la regulacién de la
longitud telomérica (LT). Las mismas se disponen en dos grandes complejos,
protector y no protector de los telémeros. El objetivo del presente proyecto
estuvo dirigido al estudio de la expresidn de genes asociados a los complejos
protector (TIN2, POT1, TPP1y RAP1) y no protector (DKC1y RPAT) de los
teldbmeros en desoérdenes a células plasmaticas, siendo nuestra hipétesis de
trabajo que el acortamiento telomérico presente en las células de mieloma
multiple (MM), previamente descripto por nuestro grupo, estaria asociado a
modificaciones en la expresion de los genes que regulan la LT. Se evaluaron
70 pacientes, 38 con MM y 32 con gammapatia monoclonal de significado
incierto (MGUS). El analisis de expresion génica se llevd a cabo mediante la
técnica de PCR en tiempo real (QRT-PCR), empleando la metodologia Tag-
Man. Asimismo, se determind la relacion entre la expresion de estos genes
y la LT, medida por la técnica de Terminal Restriction Fragments. El analisis
de los datos indicé una tendencia a mayores niveles de transcripto de todos
los genes evaluados en pacientes con MM respecto de MGUS, evidencian-
dose diferencias significativas entre ambas entidades para la expresién de
POT1, TPP1y DKC1 (p<0,04), sugiriéndose la participacién de los mismos
en el proceso de transformacion de MGUS a MM. En simultaneo, se evalud la
interaccion entre el nivel de expresion de los genes antes mencionados y la
actividad de telomerasa, medida por la expresion de su subunidad catalitica
hTERT. Los pacientes con MM presentaron niveles de hTERT significativa-
mente mayores respecto de los casos con MGUS (p=0,01), observandose
ademas asociacion positiva con los niveles de DKC1 (p=0,008), sustentando
el rol de DKC1 en el mantenimiento de la estabilidad del complejo de la telo-
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merasa. Ambas entidades presentaron acortamiento telomérico significativo
respecto de controles (p<0,002). En MM, la expresion de POT1 se encontrd
asociada positivamente con 2microglobulina y negativamente con los nive-
les de hemoglobina (p<0,03). En conclusion, en este estudio se analizan por
primera vez, a nuestro conocimiento, componentes del complejo protector y
no protector de los telémeros en desérdenes a células plasmaticas, obser-
vandose una modificacion global de los mismos con diferencias significativas
entre MM y MGUS, sugiriendo su participacion en el desarrollo y/o progresion
de las patologias en estudio.

ABSTRACT

Telomere associated proteins play an essential role in chromosome ends
protection and in telomere length (TL) regulation. They are organized in two
mayor complexes: shelterin complex and non-shelterin complex. The aim of
the present study was to evaluate the expression profile of shelterin genes
(TIN2, POT1, TPP1 and RAP1) and non-shelterin genes (DKC1 and RPA1)
in plasma cell disorders, being our hypothesis that the telomere shortening
observed in myeloma cells, previously described by our group, might be asso-
ciated to modifications in their expression levels. Bone marrow samples from
70 patients: 38 with MM and 32 with monoclonal gamopathy of undetermined
significance (MGUS) were studied. Real-Time Quantitative PCR was used to
quantify gene expression and TL measurements were performed by Terminal
Restriction Fragments. Our findings showed a tendency to higher transcript
levels of all genes in MM patients compared to MGUS, with significant differ-
ences for POT1, TPP1 and DKC1 (p<0.04), suggesting their participation in
the transformation process from MGUS to MM. In addition, A TERT (telomer-
ase catalytic subunit) expression was evaluated. An up-regulation of "”TERT
in MM cases with respect to MGUS was observed, and a positive association
with DKC1 expression (p=0.008) was also found, supporting DKC1 role in
telomerase complex stability. In MM, the analysis of clinical characteristics
showed POT7 mRNA levels positively associated to B2microglobuline and
negatively correlated with hemoglobin levels (p<0.03). To our knowledge,
this is the first study showing a global modification in the expression of telo-
mere-associated genes in plasma cell disorders, with significant differences
between MM and MGUS, suggesting their participation in the development/
progression of these entities.



ESTUDIO DE FENOTIPOS CONDUCTUALES Y MECANISMOS
CELULARES DESENCADENADOS POR LA NICOTINA EN
MODELOS ANIMALES DE ADICCION

Biog. Verdnica Pastor; Lic. Ximena Kedikian
Laboratorio de Neurociencias; Dto. de Fisiologia; Fac. de Medicina; UBA

RESUMEN

Basandonos en la respuesta locomotora inicial a una inyeccién aguda
de un psicoestimulante, podemos clasificar a los animales en altos o bajos
respondedores a la droga (HR o LR, respectivamente). Esta clasificacion
puede ser utilizada para predecir los efectos reforzantes o motivacionales de
la droga en estudio. Para la cocaina, por ejemplo, ha sido demostrado que
la respuesta locomotora a dicha droga predice el desarrollo de sus efectos
reforzantes evaluados mediante el condicionamiento de preferencia por el
lugar (CPP); siendo los LR a la cocaina mas propensos a mostrar una prefe-
rencia por el lugar asociado a la droga respecto de los HR. Nuestro objetivo
fue explorar si la administracion de una dosis aguda de nicotina, para clasi-
ficar a los animales en altos y bajos respondedores a dicha droga de abuso,
podia predecir el desarrollo del CPP inducido por dicha droga en ratas macho
adolescentes, de la cepa Sprague-Dawley; ademas de evaluar el efecto de
la exposicion previa a la droga sobre el CPP. Nuestros resultados mostraron
que, en un CPP de siete sesiones de condicionamiento, sélo los LR mostra-
ron una preferencia por el lugar asociado a la nicotina, lo que nos permite
suponer que las ratas LR serian mas susceptibles a los efectos reforzantes
de la nicotina que los HR, como habia sido reportado previamente para la
cocaina.

A nivel bioquimico, decidimos a estudiar la expresion de algunos facto-
res de transcripcion que estan intimamente relacionados con los procesos
adictivos. El factor de transcripcion Nurr1, miembro de la familia NGFI-B de
los receptores nucleares huérfanos, es altamente expresado en las neuronas
dopaminérgicas del cerebro medio de los roedores y es esencial para su
desarrollo fenotipico y para su mantenimiento. Hay varias lineas de evidencia
que indican que la nicotina produce efectos en el comportamiento a través
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de sus acciones sobre el sistema dopaminérgico mesolimbico. Sin embargo,
no se conoce aun si Nurr1 participa en los cambios conductuales induci-
dos por la nicotina. En este trabajo, medimos la expresion de Nurr1 en el
area tegmental ventral (VTA) de animales clasificados como HR o LR, luego
de evaluar la respuesta locomotora inicial a la nicotina. Nuestros resultados
mostraron que en el VTA de ambos grupos, la expresion de Nurr1 disminuye
en comparacion con los controles. Ademas, en los LR, la expresion de Nurr1
en el VTA es menor que en los HR. Si bien son necesarios mas estudios
para completar nuestros hallazgos, estos resultados sugieren que el factor
de transcripcion Nurr1 en el VTA podria jugar un rol importante en la vulnera-
bilidad a los efectos inducidos por la nicotina.

Nuestros resultados, a su vez, enfatizan el hecho de que utilizar modelos
animales basados en la respuesta locomotora diferencial a un psicoestimu-
lante como la nicotina, puede resultar una estrategia Util a la hora de identifi-
car factores genéticos y mecanismos celulares asociados a la vulnerabilidad
para desarrollar conductas de tipo adictivas.

ABSTRACT

Based on the initial locomotor activity (LA) response to an acute drug
administration, animals can be classified as low or high responders (LR or
HR). It has been shown that LR to cocaine are more susceptible to develop
cocaine place conditioning than HR. However, it is unknown if a preexposure
to nicotine can predict rewarding effects of this drug. We designed the pres-
ent study to determine if individual differences in initial locomotor responsive-
ness to nicotine have any predictive value on nicotine-induced conditioning
place preference (CPP) using male Sprague-Dawley rats. We evaluated rats’
locomotor response to a single injection of nicotine classified them in HR or
LR based on whether their locomotor responses were above or below the
median activity level of the subject sample. Then, we trained them in the CPP
paradigm, in order to evaluate nicotine rewarding effects. Interestingly, in a
seven-trial CPP, only LR group showed a positive CPP score indicating that
LR rats may be more susceptible to nicotine rewarding effects than HR, as
was previously described for cocaine.

The transcription factor Nurr1 is highly expressed in rodent midbrain
dopamine neurons and is essential for their phenotypic development and
maintenance. Nicotine produces behavioral effects via actions on the meso-
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limbic dopamine system, but is still unknown whether Nurr1 participates in
nicotine-induced behavioral changes. We measured Nurr1 protein expres-
sion in the ventral tegmental area (VTA) of HR and LR, following locomotor
classification. Our results showed that in both groups, Nurr1 expression was
decreased compared to controls. Furthermore, Nurr1 expression was lower
in LR compared to HR. These preliminary findings suggest that Nurr1 expres-
sion in the VTA could be related to vulnerability to nicotine effects.

Our findings also emphasize the fact that using animal models based on
differential individual responsiveness to drugs may be an effective strategy for
identifying genes and cellular mechanisms that can contribute to vulnerability
to drug addiction.



RELEVANCIA DE LAS VIAS DE SENALIZACION MEDIADAS POR
FGFR Y RECEPTORES HORMONALES EN EL CRECIMIENTO
TUMORAL DE LINEAS CELULARES DE CANCER DE MAMA
HUMANO METASTASICAS Y HORMONO RESPONDEDORAS.

Dra. Cecilia Pérez Pifiero
Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IBYME), Laboratorio de
Carcinogénesis Hormonal

RESUMEN

Anteriormente demostramos que el FGF2 activa al receptor de pro-
gesterona (RP) aumentando la proliferacion de células de cancer de mama
humano T47D y de modelos murinos. El objetivo de este trabajo fue evaluar
la relacion entre FGFR2 y RUNX2 en la linea tumoral mamaria humana
IBH-6. Estas células son capaces de crecer como xenotransplantes sin la
administracion de hormonas exdgenas a pesar de expresar receptores de
progesterona (RP) y de estrogeno alfa (REa), lo cual nos estaria dando la
pauta que otras vias proliferativas son mas importantes que las del RE y
RP. En este proyecto postulamos al FGFR2 como un posible mediador de
este efecto y mediante el bloqueo de su expresion a nivel proteico (IBH-6
shFGFR2) corroboramos su importancia para el crecimiento y estableci-
miento de tumores en experimentos in vivo. Los tumores generados por las
células IBH-6 shFGFR2 presentaron una menor tasa de division celular y
una histologia completamente diferente a los tumores control, con la cro-
matina empaquetada, las células ordenadas en fasciculos y como unico
indicio de malignidad la invasion del tejido muscular adyacente. Ademas,
al estudiar varias vias de sefializaciéon por Western Blot observamos una
disminucién en la activacién de las mismas en comparacién con los tumo-
res control (AKT y ERK). Luego, quisimos profundizar el estudio de la inte-
raccion entre FGFR2 y el factor de transcripcion RUNX2. La expresion de
RUNX2 aumenta en la transicién a la hormono independencia. RUNX2 es
un regulador de la expresion del FGFR2 vy, por otro lado, FGF2 aumenta la
expresion de RUNX2. Para lograr este objetivo, sobre-expresamos RUNX2
en las células con el FGFR2 silenciado (shFGFR2) con la hipdtesis que
RUNX2 seria capaz de revertir el fenotipo generado por el silenciamiento
del FGFR2. Luego de la inoculacion de las células en ratones inmunosupri-
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midos, obtuvimos tumores con un alto indice de malignidad, gran nimero de
mitosis, aéreas hemorragicas y metastasis en sitios distantes al de inocu-
lacién de las células. La expresion del factor de transcripcion RUNX2, ade-
mas de revertir el fenotipo in vivo obtenido por el silenciamiento del FGFR2,
les otorgd a las células la capacidad de ser metastasicas, ya que la linea
IBH-6 wild type no genera metastasis cuando crece en xenotransplantes.
Los resultados indican que el FGFR2 es una proteina clave involucrada en
el crecimiento de tumores mamarios El hecho que RUNX2 revierte el efec-
to inhibitorio inducido por shFGFR2, nos permite postular que las vias de
sefalizacion involucradas son independientes de FGFR2, suponiendo que
FGF2 activa a FGFR2 y luego a RUNX2. Los resultados enfatizan el uso de
inhibidores de FGFR2 en combinacién con la terapia estandar en pacientes
con cancer de mama.

SUMMARY

FGFR2 is important for tumor growth in IBH-6 human breast cancer cell
line. These cells express ERa and PR and FGFR 1 to 4. They are able to grow
in mice without the administration of hormones. In these cells other prolif-
erative pathways are more important than those of ER and PR. We hypoth-
esize that the FGFR2 is a potential mediator of this effect and by blocking its
expression (IBH-6 shFGFR2) we corroborated its importance for the growth
and development of tumors. Tumors generated by shFGFR2 IBH-6 cells had
a lower proliferation index and a different histology compared with control
tumors. They present the chromatin packed, cells arranged in fascicles and
the only sign of malignancy seen was the invasion of adjacent muscle tissue.
Moreover, activation of ERK and AKT pathways were diminished. Then, we
wanted to study the interaction between FGFR2 and the transcription factor
RUNX2. RUNX2 was over-expressed in cells with silenced FGFR2 (IBH-6
shFGFR2) with the hypothesis that it will be able to reverse the phenotype
generated by shFGFR2. In the in vivo experiments, we obtained tumors with a
high degree of malignancy, large number of mitosis, high vascularization and
metastases. The expression of the transcription factor RUNX2 reversed the
phenotype obtained by silencing FGFR2 and gave to the cells the capability
of being metastatic.
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ESTABLECIMIENTO DE UN MODELO DE OBESIDAD MATERNA
ADQUIRIDA POR DIETA PARA EL ESTUDIO DE DEFECTOS
CARDIACOS CONGENITOS EN LA PROGENIE

Maria Carolina Pustovrh, Evelin Elia, Sofia Ginenco, Pablo Marantz,
Dante Paz
Laboratorio del Desarrollo, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA. Unidad
de Cardiologia Infantil del Hospital Italiano

INTRODUCCION

La obesidad aument6 de manera alarmante en el mundo transforman-
dose en la mas importante de las enfermedades crénicas no transmisibles.
A nivel mundial, se estima que 1.6 millones de adultos presentan sobrepeso
(indice de masa corporal (IMC) comprendido entre 25y 29 kg/m ) y 400 millo-
nes de personas son obesas (IMC = 30) .

A finales del 2013 la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agri-
culturay la Alimentacion (FAQ), informo que Argentina se encuentra en tercer
lugar en el continente en incremento de obesidad, siendo la misma de un 29
% en la poblacion adulta 'y 7 % en la poblacion infantil (http://www.fao.org).

La obesidad, en particular la abdominal, se asocia con riesgos aumen-
tados para diferentes enfermedades . En el embarazo la obesidad incre-
menta el riesgo materno promoviendo la ocurrencia de parto pretérmino,
parto instrumentado, morbilidad perioperatoria, trastornos hipertensivos,
preeclampsia, tromboembolismo venoso, diabetes gestacional, disminucién
de las tasas de iniciacion o continuacion de la lactancia materna, riesgos
con la anestesia perioperatoria . También estan descritos riesgos propios
para el feto como: mayor probabilidad de muerte intrauterina, macrosomia,
restriccion del crecimiento intrauterino, anomalias congénitas y neonatales .
Todos estos riesgos incrementan en relacién directa con la severidad de la
obesidad, siendo incluso significativos en mujeres que presentan solamente
exceso de peso.

Las anomalias congénitas son la principal causa de muerte fetal y de
mortalidad infantil. En los ultimos afos se ha demostrado que la obesidad
materna esta asociada con el incremento de defectos en la formacion del
tubo neural, el corazén y los grandes vasos, espina bifida y onfalocele . Espe-
cificamente a nivel cardiaco las anomalias que se describen, con diversos
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grados de asociacion a la obesidad materna, son: alteraciones en la sep-
tacion auricular y ventricular, transposicion de grandes vasos, defectos en
el tronco arterioso y en las almohadillas endocardicas (precursores de las
valvulas cardiacas), aumento de la incidencia de tetralogia de Fallot

Los modelos animales de obesidad son indispensables a la hora de eva-
luar el impacto de esta patologia sobre el desarrollo embrionario. La obesidad
inducida por dieta de cafeteria es posiblemente el modelo que mas se ase-
meja a la realidad de la obesidad humana . Esta dieta consiste en ofrecer a
los animales alimentos altamente palatables, ricos energéticamente y poco
saludables.

Con base en estos antecedentes el objetivo de este trabajo fue esta-
blecer un modelo de obesidad materna adquirida por dieta para el posterior
estudio de esta patologia sobre el desarrollo cardiaco embriofetal.

MATERIALES Y METODOS

Animales

24 ratas Wistar hembras de 21-23 dias de edad fueron adquiridas y man-
tenidas en el Bioterio Central de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
de la Universidad de Buenos Aires. Los animales fueron mantenidos bajo
condiciones de luz-oscuridad (14-10 hs) y temperatura controlada (22-23 °C).
Todos los protocolos utilizados fueron realizados de acuerdo con las norma-
tivas de Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion aprobadas por el
Comité Institucional (CICUAL-FCEyN-UBA).

Establecimiento del modelo de obesidad materna

Luego del destete las ratas fueron divididas en tres grupos: 1) Grupo
control dieta estandar (DE; n= 8), fue alimentado con pellet Purina Rat Chow,
valor energético: 3.3 Kilocalorias/g; composicion: 11.4% de grasas, 71.4% de
carbohidratos, 17.2% de proteinas. 2) Grupo experimental dieta de cafeteria
(DC; n= 8), fue alimentado con una dieta hipercalérica compuesta por un
pellet realizado con galletitas de chocolate molidas, mani salado, leche con-
densada, manteca, harina de soja y aglutinante. 3) Grupo experimental dieta
de cafeteria con incentivo (DCI; n= 8), fue alimentado con una dieta hiper-
caldrica con rotacion de los alimentos ofrecidos cada dos dias. La comida
fue dispuesta en forma directa sin formar un pellet. El incentivo consistio en
galletitas de chocolate, mani, salchichas, queso y papas fritas.
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En ambos grupos experimentales la comida fue ofrecida en exceso con
peso controlado y el agua suplantada con vitaminas (1g/5L, Vigorex Fuerte)
fue administrada ad libitum.

Administracion del alimento y control del desecho

Para realizar los calculos de consumo, el alimento fue pesado previo a
depositarlo en los comederos de las jaulas (Alimento inicial, A), a la mafna-
na siguiente se peso el excedente de alimento que quedo en el comedero
(Alimento final, A) y el alimento que se encontrd en el piso de la jaula (des-
perdicio, D). Estos pesos fueron monitoreados diariamente. Los calculos de
ingesta se realizados de la siguiente manera: A — (A+D).

Valoracion del estado metabélico

Al inicio de la alimentacion se tomé una muestra de sangre de las venas
radiales de la cola de los 24 animales para obtener los valores iniciales de
glucemia, colesterol y triglicéridos. Esta toma se repitié a cada grupo luego
de los 50 dias de alimentacién. Los niveles de glucemia, colesterol y trigli-
céridos fueron determinados utilizando métodos enzimaticos (Laboratorios
Wiener).

Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados como media + error estandar. Los
analisis estadisticos fueron realizados con el programa GraphPad Prism 5.0
(GraphPAD software, San Diego, CA, USA) considerando significativo un
valor de P < 0.05.

Para el analisis estadistico de los pesos diarios se realizé un analisis de
varianza (ANOVA) de medidas repetidas. Para los analisis restantes se aplico
el test de ANOVA de un factor seguido del test de Tukey.

RESULTADOS

Establecimiento del modelo de obesidad materna

El peso inicial de los animales fue controlado antes de la administra-
cion de las dietas. Estos pesos no presentaron diferencias entre los animales
designados al azar en los tres grupos experimentales, DE: 124,0 £ 4,0 g; DC:
126,8 + 8,1; DCI: 124,0 + 4,0. Figura 1.



Fundacién Alberto J. Roemmers 259

1501

100

504

D

DCI

Figura 1: Peso inicial. DE: dieta estandar (n=8), DC: dieta cafeteria (n=8), DCI: dieta
cafeteria con incentivo (n=8). Los datos representan la media + EE.

Analisis bromatologico de las dietas de experimentacion

El analisis bromatolégico del pellet del grupo DC fue realizado por en el
Departamento de Bromatologia de la Facultad de Ciencias Exactas y Natura-
les de la UBA. Las caracteristicas nutricionales de la dieta fueron las siguien-
tes: Humedad 5.9%, Cenizas 1.7%, Lipidos 42%, Proteinas 13.25% e Hidra-
tos de Carbono 37.14%. El valor energético: 580 Kilocalorias/100g.

Las caracteristicas bromatolégicas de la dieta DCI fue calculada con
la informacion nutricional proveniente del fabricante. Lipidos: 42,87 %,
Proteinas: 30,33 %, Hidratos de carbono: 26,8 %. El valor energético: 435
Kilocalorias/100g.

Analisis del consumo de alimento

Los consumos iniciales fueron equivalentes en las tres dietas, pero lue-
go de la semana 6 el consumo de alimento se incrementdé de manera sig-
nificativa en las dietas experimentales respecto a DE. Ala semana 7 DCy
DCI presentaron un incremento del 110 % en el consumo vs DE (p<0,001),
en la semana 8 la dieta DC presentd un incremento del 73 % (p<0,001) y la
dieta DCI 140 % (p<0,001). En la tltimas semana los animales consumieron
aproximadamente un 40 % mas de la dieta DCI con respecto a la dieta DC
(P<0,001). Figura 2
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Figura 2: Consumo de alimento semanal. Dieta estandar (DE), dieta cafeteria (DC),
dieta cafeteria con incentivo (DCI). Los datos se expresan como la media del consumo
por animal (gramos/dia) + EE. ***p< 0,001 vs DE. p<0,05y p<0,001 vs DC.

El analisis del consumo caldrico fue calculado para la semana inicial
(semana 1) y final de experimentacion (semana 8). Los resultados mostraron
que en la semana 1 los animales sometidos a la dieta DC presentaron un
mayor consumo caloérico que DCI vs DE (p<0,05). En la semana 8, todos
los grupos habian incrementado su consumo de calorias respecto al inicial
siendo este aumento significativo para los grupos DC (p<0,02) y DCI (p<0,01)
comparado con sus valores en la semana 1. Ademas, la ingesta caldrica
aumenté un 235 % en el grupo DC (p<0,01) y 280 % en el grupo DCI (p<0,01)
vs DE. Figura 3
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Figura 3: Ingesta caldrica semanal. Dieta estandar (DE), dieta cafeteria (DC), dieta
cafeteria con incentivo (DCI). Los datos se expresan como la media del consumo por
animal (Kcal/dia) + EE. *p< 0,05 vs DE inicial. p<0,02 y p<0,01 vs sus respectivos
valores iniciales. p<0,01 v DE final.
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Ganancia de peso

El consumo de alimento a lo largo de las semanas de experimentacion
se vio reflejado en un aumento del peso corporal de los animales. En el caso
de las dietas hipercaldricas de cafeteria solamente la dieta DCI presento un
incremento significativo del 22 % del peso de los animales en comparacion al
grupo DE (p<0,05). Figura 4

Los animales alimentados con la dieta DCI presentaron un aumento tan-
to del tamafo corporal como del tejido adiposo. De manera interesante, aun-
que el grupo DC no present6 cambios en el peso en comparacion al DE, si fue
evidente la presencia de mayor tejido graso.
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Figura 4: Ganancia de peso. Dieta estandar (DE), dieta cafeteria (DC), dieta cafeteria
con incentivo (DCI). Los datos se expresan como la media del peso (g) + EE. *p<0,05
vs DE.

Evaluacidon de los parametros metabélicos

Las ratas alimentadas con las dietas DC y DCI presentaron valores de
glucemia elevados comparados con las ratas DE (p<0,01 y p<0,001, respec-
tivamente).

Los valores de colesterol, si bien mostraron una tendencia al aumento
en los grupos alimentados con las dietas de cafeteria, no fue significativo.
Aunque el grupo DCI presenta valores de colesterol mayor a los valores de
referencia para la cepa.
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Los valores de triglicéridos se mantuvieron dentro de los parametros nor-
males en los tres grupos dietarios estudiados. Tabla 1

Tabla 1: Perfil metabolico

Parametros metabolicos
Grupo
Glucemia (mg/dL) Colesterol (g/L) Triglicéridos (mg/dL)
Valores iniciales 189.7 +4.8 0,85 +0,05 624 £2,5
DE 191,5+57 0,87 0,05 704 +5,2
DC 263,8+2,9* 1,02+0,13 48,5+10,1
DCI 3247 £ 14,1 1,20+£8,9 60,2+8,9

Dieta estandar (DE), dieta cafeteria (DC), dieta cafeteria con incentivo
(DCI)

DISCUSION

Conocer los efectos de la obesidad materna sobre el desarrollo embrio-
fetal es uno de los retos actuales en la investigacion basico-clinica. En este
sentido la obesidad inducida por dieta de cafeteria es uno de los modelo mas
simple y posiblemente el que mas se asemeja a la realidad de la obesidad
humana.

Esta dieta se caracteriza por brindar a los animales un acceso libre a una
variedad de alimentos altamente palatables y ricos energéticamente. En este
biomodelo de obesidad, la ganancia de peso resulta ser considerablemente
mayor en comparacion a la obtenida con las tradicionales dietas ricas en
grasas .

En este estudio, se traté de establecer un modelo de obesidad mater-
na adquirida por dieta de cafeteria usando dos variables: la administracién
en forma de pellet y la administracion de alimentos tipo snacks de consumo
humano. Ambos tipos de administracion de dieta de cafeteria ya fueron pro-
bados por otros investigadores a nivel mundial mostrando resultados dispa-
res.

En este estudio hemos podido observar que los animales sometidos a
dieta de cafeteria a los que se le ofrecia un alimento nuevo de manera peri6-
dica, mantenian un alto grado de exploracién del medioambiente, que resulté
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en una induccién de la hiperfagia y el consecuente aumento de peso corpo-
ral. Estos resultados, estan de acuerdo a otros estudios que muestran un
aumento en la ansiedad de los animales .

Sin embargo, cuando la dieta fue administrada a través de la formacién
de pellets, dada la composicion hipercaldrica de los mismos, se produjo un
rapido incremento del consumo caldrico, pero este no se tradujo en un incre-
mento en el peso de los animales.

El perfil metabdlico determino que ambos grupos alimentados por dieta
de cafeteria presentaron niveles séricos elevados de glucosa, siendo mayor
en el grupo DCI, en el cual también se mostré una tendencia al aumento del
colesterol. Ha sido ampliamente documentado que la obesidad frecuente-
mente transcurre con una disminucién de la capacidad de la insulina en la
regulacién del metabolismo de la glucosa en los tejidos periféricos. En este
sentido estudios previos han descripto un desequilibrio en la homeostasis de
la glucosa e insulina como consecuencia de la dieta de cafeteria. Sin embar-
go, los valores elevados de colesterol son mas representativos en machos
alimentados bajo este tipo de dieta que en hembras.

Este trabajo nos permitié determinar que la dieta de cafeteria con recam-
bio diario de alimentos altamente palatables de consumo humano, permite
establecer un modelo de obesidad adquirida por dieta en las ratas Wistar,
generando hiperfagia voluntaria y aumento de peso excesivo en el animal.

ABSTRACT

Obesity has reached epidemic proportions worldwide and it affects main-
ly adolescents and women of reproductive age. The maternal overnutrition
is an important factor that could be lead to heart defects in the developing
embryo.

The aim of this study was to establish an animal model of maternal obe-
sity to be employed in future studies on effects of this pathology over heart
development.

Experimental design: 24 Wistar rats (21-23 day old) were divided into
three groups and were fed for 50 days: 1) Standard diet group (DE, n = 8) was
fed with Purina Rat Chow. 2) Cafeteria diet group (DC, n = 8) was fed with a
pellet made with chocolate cookies, salty peanut, condensed milk, butter and
soy flour. 3) Cafeteria diet with incentive (DCI, n = 8) was fed with snacks as:
chocolate cookies, salty peanut, sausages, potato chips and cheese.
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The amount of food consumed, calories intake, body weight gain, and
biochemistry parameters were evaluated.

Results: At the end of diet administration, the food intake was increased
73 % for DC group (p<0.001) and 140 % for DCI group (p<0.001) compared
with DE. Body weight was increased 22 % in DCI animals respect to DE and
DC groups (p<0.05). Both cafeteria diet groups showed a significant increases
in the glucose value compared with DE group (p<0.01 y p<0.001, respectively).
And cholesterol value was increased in the DCI rats compared with DE.

Conclusion: Cafeteria diet with incentive produces an increase of volun-
tary hyperphagia and excessive weight gain in female Wistar rats. It is proper
diet to establish a maternal obesity model for the study of heart development.
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INTRODUCCION

El virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH - 1) invade el siste-
ma nervioso central (SNC). Desde los primeros afios de la epidemia del VIH
/ SIDA , las condiciones neuropatolégicas observadas en individuos infec-
tados durante las ultimas etapas de la enfermedad se atribuyeron al efecto
de la infeccidn viral del cerebro (Eugenin et al . 2011 , Gras y Kaul 2010,
Williams et al . 2012) . Sindromes neuroldgicos asociados con el VIH fueron
luego definidos como trastornos neurocognitivos asociados (HAND), y tres
categorias fueron reconocidos de acuerdo con las pruebas neuropsicolo-
gicas : la demencia asociada al VIH (HAD), trastorno neurocognitivo leve
y deterioro neurocognitivo asintomatico ( Antinori et al., 2007) . Dado que
los sintomas HAND estan estrechamente asociadas con el dafio y la pér-
dida de neuronas , mientras que este tipo celular no puede estar infectada
por el VIH , otros mecanismos neuropatdgeno lugar de la infeccién directa
deben participar (Gonzalez - Scarano y Martin -Garcia 2005 , Kaul et al.
2005 , Spudich y Gonzalez Scarano 2012). Aunque los mecanismos que
conducen a la muerte neuronal aun estan en discusion, la principal funcion
de los macrofagos y microglia esta bien establecida (Gonzalez - Scarano
y Martin -Garcia 2005, Gorry et al. 2003). Aunque la infeccion restrictiva
de los astrocitos no es capaz de soportar la infeccion por VIH en curso en
el cerebro, tales células gliales contribuirian a HAND a través de mecanis-
mos de astrogliosis inducidos por quimiocinas proinflamatorias y citoquinas
locales. Tal astrocitosis , caracterizado por aumento de la expresion de la
proteina acida fibrilar glial (GFAP), es un sello distintivo reconocido de la
infeccién por VIH de SNC (Bell et al . 2006, Zhou et al . 2004 , Zou et al .
2007). Sin embargo, un vinculo directo entre la activacion de astrocitos y la
muerte de neuronas sigue en estudio.

[265]
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Curiosamente, los astrocitos se someten a un deterioro funcional con
la edad en vivo que es paralelo a la disminucién funcionales in vitro, que
muestran un proceso de teldmero - envejecimiento (Bhat et al. 2012, Pertusa
et al. 2007).

La infeccion por VIH puede afectar a la duracion de la vida celular afec-
tando a la longitud de los telomeros y la actividad de la telomerasa . Esta
enzima es una transcriptasa inversa que afiade TTAGGG repite a los telome-
ros y por lo tanto mantiene la longitud de los teldomeros y evita la senescencia
celular (Nandakumar y Cech 2013). Nosotros y otros hemos informado que
la infeccion por VIH afecta negativamente a la actividad telomerasa (TA )
en las células CD4 + y linfocitos T CD8 + (Ballon et al . 2001, Franzese et al
. 2007 , Reynoso et al . 2010 ), pero aumenta en los macréfagos ( Reynoso
et al . 2012). Durante el desarrollo del SNC, la actividad de |la telomerasa
es alta en las células progenitoras neurales pero luego disminuye a medida
que se produce la diferenciacion (Fu et al. 2000). Dado que la actividad de la
telomerasa y la longitud de los teldémeros estan estrechamente relacionados
con la resistencia de las células al estrés y lesiones, analizamos su variacion
durante la activacion de astrocitos mediada por VIH.

MATERIAL Y METODOS

Aislamiento y cultivo de astrocitos primarios murinos

Cultivos celulares astrogliales se obtuvieron de los cerebros de los rato-
nes Balb / ¢ recién nacidos como se describié previamente (Berria y Lascano
1985, Borda et al. 2004), y siguiendo los protocolos de los animales que han
sido aprobados por el comité institucional de la experimentacion con anima-
les. Brevemente, hemisferios corticales fueron cosechadas y tejidos neurales
digeridos por 0,25 % de tripsina. Frascos (75 cm2) fueron sembradas con
1x10 células / ml de medio de crecimiento (DMEM suplementado con 20
% de suero fetal bovino, glutamina , y antibiéticos) dos veces durante 1 h
con el fin de eliminar la contaminacion de fibroblastos . Al cambiar el sobre-
nadante dentro de las 24 h, las neuronas fueron eliminados por medios de
union diferencial, dejando una poblacién casi homogénea de células gliales.
Después de 3 semanas a 37°C, el cultivo de células primarias ya confluentes
se agitdé una vez durante 2 horas a 37°C , y el sobrenadante se descarto el
fin de separar los oligodendrocitos contaminantes que crecen en la parte
superior de la monocapa de células adherente astroglial restante, que a su
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vez se trataron con tripsina (Du et al . 2010) . Las células resultantes se res-
uspendieron (5x10 células/ml de medio de crecimiento) y se sembraron como
primer subcultivo en placas de 24 pocillos con insertos de vidrio de 12 mm
para inmunomarcaje y en frascos de 25 cm2 para la proteina y la extraccion
de ADN. Posteriormente, la marcacién con inmunoperoxidasa para GFAP
mostré una poblacién muy homogénea de astrocitos (=95 % , datos no mos-
trados ) . Después de 2 dias de la siembra, se retiré el medio de crecimiento,
y las monocapas de células fueron infectadas con el VIH/VSV - G en una
multiplicidad de infeccion de 1. Allos 1, 6, 8 y 13 dias post- infeccion (pi) , 3-4
muestras fueron recolectadas para cada punto de tiempo experimental. Los
sobrenadantes se congelaron de manera rutinaria a -20 ° C para la medicién
posterior de la produccién de antigeno p24 de VIH. Las monocapas se fijaron
con paraformaldehido al 2% mas 0,1 % de Triton X - 100 a 37 ° C durante
inmunomarcacion , o con tripsina de la proteina y la extraccion de ADN.

Generacion del virus pseudotipeado VIH-1/VSV-G; infeccién in vitro
de astrocitos murinos

EI'VIH - 1 pseudotipeado con la glicoproteina VSV-G se preparé median-
te la transfeccién de células 293T. Brevemente, el VIH - 1 clon molecular
utilizado fue NL4 - 3, que expresa todas las proteinas conocidas de VIH. El
vector de expresion de VSV -G pL - VSV - G contiene un inserto de VSV -
G en el vector de expresion pcDNA modificado mediante la sustitucion del
promotor de citomegalovirus con el VIH -1 en la repeticion terminal larga.
Stocks de virus de alta titulacion fueron producidos en células 293T de rifidn
embrionario humano transfectadas con el ADN respectiva utilizando Lipo-
fectamine ™ 2000 segun lo recomendado por el fabricante. Para generar el
virus pseudotipeado , 1.5%10 células 293T cultivadas en placas de 10 cm se
cotransfectaron con 14 g de ADN del clon VIH-1y 7,5 g de ADN del plasmido
de expresion de VSV con 3 ul de ADN Lipofectamine/ug . Sobrenadantes de
cultivo 293T se cosecharon 72 h después de la transfeccion, se filtr6 a través
de un filtro Millipore de 0,45 nm y se almacenaron a -80°C hasta su uso. La
concentracion de Ag p24 en sobrenadante de cultivo se realizd por ELISA
utilizando el kit de VIH-1 Ag (Coulter, Hialeah , Florida). Tales sobrenadantes
contenian de 1 a 2 g de proteina p24 viral por mly 1x10 a 2x10 unidades
infecciosas (Ul ) por ml . Como estimacion, una multiplicidad de infeccion de
1 para las células T CD4+ es equivalente a aproximadamente 1 pg de p24
viral por célula. Las células se infectaron a 1 pg de p24 por célula durante
1 a 2 horas a 37 °C, seguido de lavado en solucion salina tamponada con
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fosfato (PBS). Como control negativo, los astrocitos con infeccién simulada
fueron inoculados con el sobrenadante de las células 293T no transfectadas.
La infeccion se controlé midiendo el contenido de p24 en los sobrenadantes
celulares y lisados celulares mediante ELISA. Los lisados celulares se pre-
pararon utilizando las instrucciones y tampén de lisis suministrados por el
fabricante y de normalizacion para el niumero de células viables.

Expresion GFAP y analisis de Imagenes

Para el marcaje con inmunoperoxidasa, las secciones se incubaron
durante la noche con un anticuerpo primario GFAP de conejo (DAKO, diluido
1:500) seguido de incubaciones en anticuerpo de cabra anticonejo (Sigma
Chemical Co, DIL 01:50 ) y de conejo peroxidasa-antiperoxidasa anticuerpo
(Sigma Chemical Co, DIL 1:100) , respectivamente. Desarrollo de la reaccion
se lleva a cabo en una solucion que contiene 0,03 % de DAB (Sigma Che-
mical Co) mas peroxido de hidrogeno al 0,01 % en tampdn de acetato 0,1 M.
Después de la inmunotincion , 4'6’- diamino - 2 - fenilindol (DAPI') (0,1 g/ ml,
Sigma ) se afiadio durante 5 min a temperatura ambiente para tefir todos los
nucleos de las células en los cultivos. Controles negativos del procedimiento
se realizaron mediante la omision del anticuerpo primario.

El nivel de expresion (area) y la intensidad de GFAP en astrocitos infec-
tados y controles se midieron siguiendo los protocolos reportados. Para este
objetivo, las secciones se observaron bajo condiciones de funcionamiento
idénticas, tales como intensidad de luz, longitud de onda, y el umbral de esca-
la de grises durante todo el experimento. Las imagenes fueron adquiridas
con la misma ampliacion con una camara digital Olympus Q5 conectado a
un microscopio 6ptico Zeiss Axiophot y digitalizados en imagenes de nivel de
gris (Labombarda et al. 2003) . Todas las imagenes obtenidas fueron importa-
dos enImagedJ (version 1.42, de los Institutos Nacionales de Salud, http://ima-
gej.nih.gov/ij ). Estructuras GFAP-positivas fueron segmentadas mediante la
definicion de un primer nivel de fondo en un area de la seccién sin inmuno-
rreactividad especifica. Este fondo se determin6 mediante el examen dentro
de la imagen de la seccion de la distribucion (disponibles en el software Ima-
ged) de pixeles por densidad 6ptica. Esta distribucion tiene una cola que se
aplana en el valor mas bajo de densidad éptica (dentro del tejido). Este valor
se considerd el fondo. El umbral para la definicion de un pixel como “ inmu-
norreactiva « se fijé en 20 valores de gris de densidad éptica sobre el fondo
(niveles de gris posibles eran de 0 a 255, de blanco a negro). De este modo,
se obtuvo una imagen binaria de la zona ocupada por inmunoreactividad que
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incluia todos los pixeles con densidades opticas superiores a 20 niveles de
gris sobre el fondo.

Densidad 6ptica relativa (ROD) se obtuvo después de una transforma-
cion de los valores de gris medio utilizando la férmula = log (gris 256/mean).
Para la evaluacion de la zona de células gliales inmunotefiidas , el area total
de las células gliales positivos de GFAP se relacion6 con el area total del
campo evaluado dar un porcentaje de area. Por lo menos 10 campos dife-
rentes se midieron en cada diapositiva. Se obtuvieron cuatro diapositivas de
cada punto de tiempo después de la infeccion y los controles. Los datos fue-
ron presentados como valores medios + S.D.

Medicion de la actividad de la telomerasa (TA)

Astrocitos murinos (1x10) se lisaron en tampon CHAPS y se incubaron
durante 30 min en hielo. Después de la incubacion, los lisados se centrifu-
garon a 14.000 g durante 20 min a 4° C. Las concentraciones de proteina del
extracto se midieron usando el ensayo de Bradford, seguido por dilucion de
la concentracion final de 0.01ug/pL. Entonces, TA de los extractos se midio
por PCR en tiempo real (QPCR) amplificacion cuantitativa de fragmentos de
repeticion telomérica, como hemos descrito en otra parte (Reynoso et al. 2010,
Reynoso et al. 2012). El volumen total de la mezcla de reaccion era 25ul por
pocillo, que contiene 12,5 ul 1X SYBR Green Master Mix (Applied ), 0,1 g de
TS cebador (5’ - AATCCGTCGAGCAGAGTT - 3’), 0,05 g de imprimacion ACX
(5 - GCGCGGCTTACCCTT ACCCTTACCCTAACC -3 ), 1 ul de RNasa libre
de agua, y 10 ul de muestra . La mezcla de reaccioén se incub6 durante 20 min
a25°C. Luego, la PCR se inicié a 95 ° C durante 15 min, seguido de la amplifi-
cacion de 40 ciclos (95 ° C durante 15 sy 60 ° C durante 60 s). Los ensayos se
realizaron por triplicado. RNasa libre de agua y de calor eluatos inactivadas (85
° C durante 10 min) se utilizaron como controles negativos. Los valores del ciclo
umbral (Ct) se determinaron a partir de graficas de amplificacion semilog (log
aumento de la fluorescencia frente al nimero de ciclos) y se comparan con las
curvas de calibracién generadas a partir de diluciones seriadas de los extrac-
tos de proteinas de las células HelLa. TA se cuantificod y expreso en relacion a
las células HelLa (RTA) utilizando la formula descrita por Herbert et al. (RTA
=10 (Ct - Ct muestra de control positivo) / pendiente) (Hochreiter et al. 2006).

Determinacion de la longitud de los telomeros
La longitud de los telémeros se determino en astrocitos murinos por una
gPCR como se describe en detalle previamente (Cawthon 2002, Fehrer et
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al. 2006, Reynoso et al. 2012). En resumen, los niUmeros de repeticion de
copia de los teléomeros (T) y un gen de copia Unica (S; 36B4 gen) fueron
amplificados utilizando los primers: 5- Tellb CGGTTTGTTTGGGTTTGGGT
TTGGGTTTGGGTTTGGGTT -3, 5™~ tel2b GGCTTGCCTTAC CCTTACCCT
TACCCTTACCC TTACCCT -3’y 36B4MF 5 - ACTGGTCTAGGACCCGAGA-
AG - 3, 5" - 36B4MR TCAATGGTGCCTCTGGAGATT - 3', respectivamen-
te. Diferentes concentraciones de ADN se utilizaron para generar una curva
estandar (2 ng, 20 ng, 200 ng). Todas las muestras, tanto para el telomero
y amplificaciones de genes de copia Unica, se realizaron por triplicado. Se
usaron los valores de Ct generados para calcular la relacion T / S para cada
muestra usando la siguiente ecuacioén: T/S = 2 - Ct (donde gen de copia Unica
Ct = Ct - Ctde los teldmeros). Relacion T/ S es proporcional a la longitud del
telémero (Cawthon 2009).

Tripan azul (prueba de la viabilidad celular)

Se utilizé la prueba de tinte de exclusion para determinar el nimero de
células viables después de la exposicion de los astrocitos murinos al VIH/
VSV. Aldia 1, 3, 5, 7 y 13 astrocitos se trataron con tripsina, se expone a tefir,
y luego se examinaron visualmente para determinar si las células incluyen el
colorante. Las células vivas con las membranas celulares intactas excluyen
azul tripan, mientras que las células muertas no lo hacen.

Analisis estadistico

Los datos fueron presentados como valores medios + S.D. y la significa-
cion estadistica se evalué mediante ANOVA de una via con prueba de com-
paracion multiple de Tukey utilizando GraphPad Prism versién 4 (GraphPad
Software, San Diego, CA). Se consideraron los valores de p menores a 0,05
para ser estadisticamente significativos. Todos los datos que se muestran
son representativos de al menos 4 experimentos independientes.

RESULTADOS

Los astrocitos murinos producen antigeno p24 de VIH- 1 después de
la infeccidn in vitro

VIH - 1 pseudotipado con VSV -G causa la infeccion productiva en astro-
citos primarios murinos, revelando un pico de la produccién de p24 a los 7
dias después de la infeccion (Figura 1). La replicacion se detecté en primer
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lugar en el dia 3. La exposicion de los astrocitos murinos a VIH-1/VSV permite
la entrada del VIH - 1 en estas células y aumenta la susceptibilidad de los
astrocitos a la infeccion y replicacion del VIH - 1.

p24
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3
2

200

o 5 10 15
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Fig 1a
Figura 1. Infeccion de astrocitos primarios merinos monitoreados por la expresion del

antigeno p24 del VIH. Resultados se expresan como valores promedio obtenidos de
cuatro experimentos independientes.

Evaluacién cuantitativa de la expresiéon de GFAP

Los astrocitos expresan GFAP, sin embargo, la expresion de GFAP se
aumenta durante la activacion de astrocitos y astrogliosis. Debido a que la
activacion astroglial también se asocia con la exposicion al VIH, se investigo
el papel de la infeccion por VIH/VSV en la expresion de GFAP.

Tras los analisis cuantitativos, la intensidad y el area de la inmunomarca-
cion de GFAP de los astrocitos infectados con VSV VIH/y modelo de infectados
(control) se represento graficamente (Figura 2). Posteriormente, para correla-
cionar la expresion de GFAP con la infeccién por VIH, analizamos la expresion
dependiente del tiempo de GFAP, y la
produccion de antigeno p24 de HIV en
sobrenadantes de cultivo de astroci-
tos. Es claro que durante el progreso
de la infeccion por VIH/VSV la expre-
sion de GFAP en astrocitos primarios
se incrementa con la maxima obser-
vada en el pico de concentracién de




272 Anales 2010-2012

p24. Sin embargo, las células GFAP
positivas disminuyeron en los astroci-
tos con infeccion simulada aunque el
numero de células GFAP positivas no
cambid significativamente en astrocitos
infectados por pNL43 - VSV. El andlisis
estadistico (ANOVA) revelé aumentos
significativos en la inmuno-reactividad
de GFAP (tanto de intensidad como del
area) 8 dias después de la infeccién en
las células infectadas por el VIH / VSV
en comparacion con las muestras de
tados con VIH/VSV (izquierda) y control control (p < 0,0001). La expresién de
(derecha) tras 8 dias de infeccion. GFAP fue también significativamente
mayor 13 dias posteriores a la infeccion,

Figura 2. Expresion de la inmunoreac-
tividad de la GFAP en astrocitos infec-
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Actividad de la telomerasa (TA)

Con el fin de mensurar la actividad de la telomerasa, se analizaron los
astrocitos a 0, 1, 6, 8, y 13 dias después de la infeccion que implica tiempos
anteriores y posteriores al pico de la replicacién del VIH y la viabilidad celular
fue de 2 95 %. La TA se midi6 por gPCR y se muestra como actividad relati-
va (RTA) a la de las células HelLa que se asume como 100 % (Herbert et al.
2006). Temprano después de la infeccidn de VIH se observo una disminucion
significativa (p < 0,001) hasta la regulacion en las células infectadas (hasta
6 dias post- infeccion). En el dia 8 y 13, los astrocitos infectados por el VIH
mostraron una TA similar (p> 0,05) a los controles (Figura 3a). Se observo
una fuerte correlacion entre el aumento de la RTA en los astrocitos y la can-
tidad de antigeno p24 secretada (R2 = 0,7423; coeficiente de correlacién de
Pearson, -0.8616, p < 0,0001; Figura 3b). Por otra parte, a pesar de los dos
marcadores celulares RTA y expresion GFAP fueron regulados después de
la infeccion por VIH, se observé una correlacion negativa pero no significativa
cuando se consideraron los valores obtenidos en el 1, 6 y 8 dpi (R2 =0,9912;
coeficiente de correlacion de Pearson, -0.9956, p = 0,0599), dado que la
regulacion de estos parametros no se produjo de forma simultanea.
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Figura 3a. Actividad de telomerasa en  Figura 3b. Curva de correlacion entre la
astrocitos murinos cosechados a diferen-  actividad de telomerasa (TA) y los nive-
tes tiempos post-infeccion. Diferencias  les de antigeno p24 en sobrenadantes de
significativas (p<0.001) entre controles  cultivo.

(mock) e infectadas con VIH/VSV se indi-
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Longitud de los telomeros

Con el fin de probar las consecuencias de la activacion de la telomerasa
en los astrocitos infectados con VIH/VSV, se analizaron la longitud del tel6-
mero en astrocitos infectados de forma simulada frente a las células infecta-
das. Alos 1, 6, 8,y 13 dias después de la infeccidn, se recogieron las células,
se aisléd ADN gendmico, y se estudio la longitud de los telémeros por gPCR
utilizando cebadores para las secuencias especificas de los telémeros de
murino (t) frente a 36B4, un gen de copia Unica (S). La relacién de T/S es por
lo tanto proporcional a la longitud de los telémeros (Cawthon 2002). A las 6
de dpi, el telomero se mostré alargado de forma significativa (p < 0,001) en
los astrocitos infectados con el VIH (Figura 4).
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Figura 4. Longitud telomérica en astrocitos murinos cosechados a diferentes tiempos
(1,6, 8,y 13 dias) tras la infeccién con VIH/VSV. Telémero (T) y gen de copia simple (S)
fueron amplificados usando PCR en tiempo real, obteniéndose un T/S ratio proporcio-
nal a la longitud telomérica. Diferencias significativas (p<0.001) entre controles (mock)
y astrocitos infectados con VIH/VSYV son indicados con un asterisco (*).

DISCUSION

En el presente estudio, hemos demostrado que el VIH es capaz de indu-
cir la activacion y cambios dinamicos tanto en la actividad de la telomerasa
como en la longitud de los telémeros en astrocitos murinos cultivados. Se
sabe que los astrocitos en cultivo en condiciones basales muestran un patron
ciclico de alargamiento de los telémeros y la manteca y son capaces de divi-
dirse por periodos mucho mas largos de tiempo que la microglia (Flanary y
Streit 2004). Dicha capacidad replicativa es finita después que las células



Fundacién Alberto J. Roemmers 275

madre neurales murino se diferencian en astrocitos porque la actividad de la
telomerasa es limitada y, con cada divisidn celular, los telémeros se acortan
progresivamente (Miura et al. 2001). Ademas, otras funciones extra- telomero
se ejercen por esta enzima celular incluyendo la regulacion de la distribucién
de calcio (Lin et al. 2007), el metabolismo (Chung et al. 2005), factor de cre-
cimiento de la secrecion (Smith et al. 2003), la funcidn de las mitocondrias
(Passos et al. 2007), el balance energético (Bagheri et al. 2006) y, la apopto-
sis (Massard et al. 2006).

Nosotros y otros hemos demostrado previamente que el VIH es capaz de
modificar la capacidad de replicacion mediante la modulacién de la actividad
de la telomerasa (Comandini et al. 2013, Franzese et al. 2007, Reynoso et
al. 2006, Reynoso et al. 2010, Reynoso et al. 2012). La modulacion negativa
de la telomerasa celular y la erosion de los telomeros provoca la atrofia del
tejido progresiva, fallo del sistema de érganos y deteriora las respuestas a
lesiones de los tejidos (Jaskelioff et al. 2011). Recientemente, la medicion de
la longitud de los telémeros de los leucocitos de sangre periférica se propuso
como un factor de susceptibilidad en el desarrollo del HAND (Malan - Muller
etal. 2013).

Astrocitos activados pueden ejercer efectos tanto de proteccion como
perjudiciales en las neuronas. La contribucién de la activacion de astrocitos
a neuropatogénesis mediada por el VIH también implica la desregulacion de
astrocitos después de la exposicion a particulas de VIH, proteinas virales,
citocinas y otros mediadores secretadas por las células infectadas por el VIH
(Borjabad et al. 2010). Estudios in vitro indican que muchos de estos produc-
tos modulan significativamente la fisiologia de astrocitos, que a su vez puede
alterar las interacciones esenciales de los astrocitos con otras células en el
cerebro, en particular las neuronas (Wang et al. 2008). Aunque los estudios
de interaccion VIH - astrocito idealmente deberian llevarse a cabo con célu-
las humanas, astrocitos primarios sélo se pueden obtener a partir de tejidos
fetales, pero teniendo en cuenta las dificultades inherentes en la obtencion
de esta fuente de varios donantes, hemos decidido utilizar tejidos de ratén
para investigar el impacto de infeccién por el VIH en el proceso de los teldme-
ros astrocito / telomerasa -envejecimiento. Para garantizar la homogeneidad
de los objetivos celulares, recurrimos a cerebros obtenidos a partir de una
sola cepa de ratén endogamico. Para lograr este objetivo, hemos utilizado los
astrocitos murinos fetales como células permisivas a la infeccion altamente
productiva del VIH cepa pNL4.3 capaz de entrar en este tipo de células CD4
negativa a través del pseudotipeado con la proteina de envoltura VSV-G (gli-
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coproteina G del virus de la estomatitis vesicular). Los informes de otros gru-
pos independientes indican que los astrocitos, los linfocitos y los macréfagos
son susceptibles a la infeccion productiva por VIH pseudotipeado tal como se
evalué mediante la deteccion de p24, entre otros enfoques (Canki et al. 2001,
Nitkiewicz et al. 2004, Wang et al. 2008).

En el SNC de raton, el programa de desarrollo de la expresion de GFAP
muestra su primera deteccion al final de la gestacion. Luego, después de
unos pocos dias con incremento, la expresion disminuye hasta alcanzar una
meseta como un marcador para el envejecimiento del cerebro (Middeldorp
y Hol 2011, Riol et al. 1992). Aqui, después de la exposicion al VIH pseudo-
tipeado, los astrocitos murinos alcanzando un pico de produccion de p24 a
los 7 dias después de la infeccidon que muestran una activacion simultaneay
significativa como lo revela el aumento de la produccion de GFAP. Esta dife-
rencia podria estar relacionada con la accién de citoquinas tales como TNF
—alfa e IL— 1 producidas por los astrocitos infectados por el VIH, por aumento
de la carga intracelular de proteinas dafadas por oxidacion después de la
infeccion viral (Ashraf y col. 2011), y por la accién directa de las proteinas del
VIH, como Tat (Fan et al. 2011, Zou et al. 2010).

En nuestro estudio, los astrocitos infectados por el VIH representan un
aumento precoz y transitorio de la actividad de la telomerasa después de la
infeccion que puede contribuir al alargamiento de los telémeros. Tal fenome-
no aparece inversamente correlacionado con la progresion de la infeccién y
mas alla de 3 dias después de la infeccion, cuando la replicacion viral habia
alcanzado un pico parametros celulares, lograron niveles similares como los
de los astrocitos no infectados. Esta actividad de la telomerasa fluctuante
aparece reflejada en un patrén ciclico de alargamiento de los telémeros. En
este trabajo, los resultados obtenidos mostraron que el aumento temprano
en la actividad de la telomerasa en los astrocitos infectados por el VIH podria
atenuar su proliferacion y, por tanto, su efecto perjudicial hacia al dafio neu-
ronal (Qu et al. 2011). Dado que la actividad enzimatica en los astrocitos apa-
rece regulada solo transitoriamente, como la funcién neuroprotectora podria
eludirse durante el progreso de la infeccion por VIH, haciéndose inactiva lue-
goy asi volveria a aparecer su efecto perjudicial, contribuyendo a la neuropa-
togénesis viral. En conjunto, nuestros resultados sugieren que cuando el VIH
induce TA en astrocitos podria contribuir a la proteccién celular, siendo ésta
una estrategia viral para cambiar transitoriamente la fisiologia celular que
le permita preservar el escenario celular por mas tiempo, mientras replica
eficientemente.
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A pesar de los beneficios de HAART, la prevalencia de la HAND ha per-
sistido o incluso ha aumentado en las personas mayores. Entre varias hipote-
sis para explicar este fendmeno, la posible contribucion del envejecimiento se
ha postulado. Sin embargo, aun se desconoce si las proteinas del VIH estan
involucrados en el proceso de envejecimiento de los astrocitos lo cual merece
una mayor investigacion.

En contraste con nuestros resultados, Pollici et al informaron una apop-
tosis inducida por estrés oxidativo y acortamiento de los telémeros (Pollici
et al. 2009). Varias diferencias podrian explicar la discrepancia. U373 es un
linea celular humana inmortalizada en la que la longitud de los telémeros
se mantiene como un requisito previo esencial para la proliferacion celular
indefinida, involucrando frecuentemente una alta actividad de la telomerasa
(Bryan y Reddel 1997). Teniendo en cuenta que se utilizan particulas de tipo
salvaje VIH, cambios celulares podrian ser promovidos por la accién directa
de las proteinas virales tales como gp120 y Tat después de su interaccion con
los receptores celulares (Price et al. 2005). Mediante el uso de VSV-G-/VIH
tales interacciones se evaden porque la entrada celular se produce por una
via endocitica dependiente de bajo pH (Aiken, 1997).

En conclusion, nuestros resultados arrojan luz sobre el papel de los
astrocitos en la neuropatogénesis del VIH. Su infeccién por el VIH promueve
dos fendmenos temporalmente diferenciados. Al principio, la activacion de la
telomerasay el alargamiento de los teldmeros que estan estrechamente rela-
cionada con la resistencia a la apoptosis y lesion, seguido por la activacion de
astrocitos que contribuye al dafio neuronal. Nuestros datos podrian ser Utiles
en la comprension de los mecanismos implicados en la persistencia mediada
por el VIH mediante la alteracion de sus procesos de envejecimiento relacio-
nado con los telémeros que podrian ayudar en el desarrollo de modalidades
terapéuticas en especial para los pacientes con HAND.

ABSTRACT

Although HAND (HIV-associated neurocognitive disorders) results from
injury and loss of neurons, productive infection routinely takes place in cells
of macrophage lineage. In such a complex context, astrocytosis induced by
local chemokines/cytokines are one of the hallmarks of HIV neuropathology.
Whether this sustained astrocyte activation is able to alter telomere-aging pro-
cess is unknown. We hypothesized that interaction of HIV with astrocytes may
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impact on astrocyte telomerase activity (TA) and telomere length in a scenario
of astrocytic activation measured by expression of glial fibrillary acidic protein
(GFAP). To test this hypothesis, cultured murine astrocytes were challenged
with pseudotyped HIV/vesicular stomatitis virus (HIV/VSV) to circumvent
the absence of viral receptors; and GFAP, telomerase activity and telomere
length were quantified. As an early and transient event after HIV infection,
both TA activity and telomere length were significantly augmented (p<0.001).
Later, strong negative correlation (-0.8616, p<0.0001) between virus produc-
tion and telomerase activity was demonstrated. Once HIV production reached
a peak (7 dpi), the TA decreased showing similar levels to non-infected cells.
In contrast, the astrocyte became activated exhibiting significantly increased
levels of GFAP expression directly related to the level of HIV/VSV replication
(p<0.0001). Our results suggest that HIV-infected astrocytes exhibit early dis-
turbance in their cellular functions such as telomerase activity and telomere
length that may attenuate cell proliferation and enhance the astrocyte dysreg-
ulation, contributing to HIV neuropathogenesis. Understanding the mecha-
nisms involved in HIV-mediated persistence by altering their telomere-related
aging processes could aid in the development of therapeutic modalities for
neurological complication of HIV infection.
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INTRODUCCION

El Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) es una enfermedad caracteri-
zada por anemia hemolitica, trombocitopenia y disfuncion renal, considera-
da endemo-epidémica en nuestro pais. La forma tipica del SUH esta liga-
da a infecciones por bacterias enterohemorragicas del género Escherichia
Coli productoras de toxinas Shiga (STEC). La toxina Shiga (Stx) se une a su
receptor especifico (Gb3) en el endotelio del glomérulo vy el epitelio tubular,
inhibiendo la sintesis proteica y generando focos de necrosis en el rifion.
Ademas de la Stx, la respuesta inflamatoria es necesaria para el desarrollo
del SUH. La deplecién de monocitos/macrofagos (Palermo et al, 1999) 6 de
neutrdfilos (Fernandez et al, 2006), reduce el dafio inducido por la Stx, sugi-
riendo que éstas poblaciones participan en la patologia.

Las quimioquinas también son moléculas que participan en la respuesta
inflamatoria. Pueden interaccionar con sus receptores especificos expresa-
dos en los leucocitos, induciendo asi tanto la activacién como la atraccion de
monocitos, neutrofilos, linfocitos, hacia el sitito de inflamacién. Acorde a esto,
nuestro grupo ha reportado una disminucion de leucocitos circulantes que
expresan CX;CR1+* (receptor para la quimioquina fractalquina) acompafado
de la presencia de dichas células en biopsias de rifidn de pacientes con SUH,
sugiriendo que el CX;CR1 participa en la fisiopatologia de la enfermedad
(Ramos et al, 2007). Por otro lado, también reportamos que en el modelo
murino de SUH, desarrollado tras la inoculacion ev con Stx, el bloqueo del
receptor de quimioquinas CCR1 induce una mayor sobrevida de los ratones
acompafado de menor dafio renal y una disminucion de la activacion de la
respuesta inflamatoria (Ramos et al, 2012). EI CCR1, se expresa en neutrofi-
los, monocitos, linfocitos T, células NK, y puede interactuar con varios ligan-
dos como MIP-1a, RANTES, entre otros. Por otro lado, el receptor CCR5,

[279]
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expresado en monocitos/macréfagos y linfocitos T, comparte con el CCR1
algunos de sus ligandos (RANTES, MIP-1 o). Otro receptor con implicancia
en enfermedades renales es el CCR2, presente en monocitos y macréfagos
(Boring et al, 1997). Su ligando, el MCP-1 es secretado por endotelio inflama-
do, como células de tubulo proximal de rifién en ratones y humanos con pro-
teinuria (Tesch et al, 2008). En paralelo, se observa la presencia de macrofa-
gos CCR2+ en la zona intersticial renal, sugiriendo que el MCP-1 participa en
el reclutamiento de los leucocitos al rifidn injuriado (Vielhauer et al, 2008). Por
otro lado, también se ha reportado un efecto directo de MCP-1, sobre macré-
fagos cultivados in vitro, induciendo la sintesis de TNFa. (Sodhi et al, 2007),
y la liberacién de oxido nitrico (Biswas et al, 2008). Esto sugiere que las
quimioquinas ademas de participar en el reclutamiento de leucocitos pueden
activarlos contribuyendo a la repuesta inflamatoria. Se postula que los leu-
cocitos que logran infiltrar el rifidn, atraidos por las quimioquinas producidas
localmente, contribuyen al dafio renal, sugiriendo que lo mismo ocurriria en
el SUH. Por ello, se plantea como objetivo general del proyecto, estudiar
la participacién de las quimioquinas, como moléculas capaces de definir el
desarrollo y evolucion del Sindrome Urémico Hemolitico (SUH). Para llevar a
cabo este objetivo general, se han planteado como objetivos particulares:
-Analizar la expresion de receptores de quimioquinas en leucocitos de sangre
periférica de pacientes con SUH durante el periodo agudo. -Evaluar los nive-
les de las quimioquinas en plasma de dichos pacientes con SUH.

RESULTADOS

Durante el periodo agudo de SUH, la poblaciéon de monocitos circulan-
tes, aumenta tanto en porcentaje como en numero absoluto, y presenta alte-
raciones en la expresion de sus marcadores y en su funcionalidad (Fernan-
dez et al, J Leukoc Biol.;78(4):853-61, 2005; Fernandez et al, J Clin Immunol.
Jun;32(3):622-31; 2012).

Se ha reportado que la interaccion entre los receptores de quimioquinas
presentes en los monocitos y sus ligandos, participan en diferentes patolo-
gias inflamatorias. Teniendo en cuenta esto, y el rol esencial de estos leuco-
citos en el SUH, se analizo la expresion de los receptores de quimioquinas
CCR1, CCR2 y CCR5 en monocitos de sangre periférica de pacientes con
SUH durante el periodo agudo. Para ello se identificaron, los monocitos tota-
les (CD14+) y a su vez se diferenciaron las dos subpoblaciones mayoritarias:
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clasicos (CD14+CD16-) e inflamatorios (CD14+*CD16+), mediante citometria
de flujo. Como se observa en la Figura 1, el porcentaje de monocitos circulan-
tes que expresan CCR1, CCR2 y CCR5 es mayor en los pacientes con SUH
que en los dadores sanos.
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Figura 1: Porcentaje de monocitos totales que expresan CCR1, CCR2, 6 CCR5 en
pacientes con SUH y nifios sanos. Estadistica: p<0.05, test Mann Whitney, n=12.

En paralelo, se analizé la expresion por célula de estos receptores de
quimioquinas tanto en la poblacién de monocitos totales como de manera
diferencial en cada subpoblacion de monocitos: clasicos ¢ inflamatorios
(Tabla I). En los dadores sanos, la mayoria de los monocitos clasicos expre-
san tanto CCR1 como CCR2, mientras que la expresion de CCR5 es mayor
en los monocitos inflamatorios, coincidiendo con la bibliografia (Balboa L et
al, J Leukoc Biol. 90(1):69-75; 2011). Sin embargo, en los pacientes con SUH,
la expresion de CCR1y CCR2 aumenta en los monocitos inflamatorios mien-
tras que la de CCR5 aumenta en ambas subpoblaciones.

Tabla I: Intensidad media de fluorescencia (IMF) de cada receptor analizada por
citometria de flujo. Estadistica: *p<0.05 Sanos versus SUH en cada subpoblacion,
#p<0.05 monocitos clasicos versus inflamatorios dentro de los Sanos ¢ de los SUH.

Receptor de Monocitos Monocitos Monocitos
Quimioquinas Totales Clasicos Inflamatorios
Sanos SUH Sanos SUH Sanos SUH
CCR1 18.4+£2.9 | 34.8+£5.8%* 17.4+£2.6 31.3+£5.9 15.5£2.9 | 44.5£8.2*
CCR2 35.9+4.1 42.1+£4.2 34.5+4.1 39.7+3.6 | 24.2+3.7* 37.1+5.3*
CCR5 79407 | 18.1+4.0% | 5.4+0.5 | 15.4+3.8% | 12.740.8" | 30.1+ 5.4%"
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El aumento de expresién de CCR1 correlaciona positivamente con la
severidad de la disfuncion renal, tanto en la poblacién de monocitos totales
como en la subpoblacién de monocitos inflamatorios (Figura 2).
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Figura 2: Analisis de la correlacion entre la severidad de la disfuncion renal con el
incremento de CCR1. Estadistica: Spearman r= 0.58, *p<0.05

En situaciones inflamatorias tanto los receptores como los niveles de
quimioquinas pueden ser alterados. Por este motivo, se analiz6 la capa-
cidad quimioatractante de los plasmas recoletados de los pacientes. Para
ello se purificaron monocitos de dadores sanos y se realizé un ensayo de
migracion utilizando como estimulo el plasma proveniente de dadores sanos
y de pacientes con SUH con distinto grado de severidad (I: leve 6 IlI: seve-
ro). Los monocitos transmigrados se contaron y marcaron para analizar por
citometria de flujo, las subpoblaciones de monocitos clasicos (CD14+CD16-)
e inflamatorios (CD14+*CD16+*). Como se observa en la Figura 3A, el plasma
de pacientes con SUH induce la migracién de monocitos de dadores sanos.
Estos resultados demuestran que existen factores solubles en el plasma de
pacientes con SUH con capacidad de inducir la migracion de los monoci-
tos. Es interesante remarcar que las muestras de plasma provenientes de
pacientes con mayor severidad (Grado Ill) poseen mayor capacidad quimioa-
tractante. Analizando dentro de los monocitos transmigrados (Figura 3B), el
porcentaje de la subpoblacion de clasicos e inflamatorios, se observo que el
plasma de pacientes con SUH lll, induce una migracién mayor de los mono-
citos clasicos y menor de los monocitos inflamatorios en comparacion al
reclutamiento inducido por el plasma de nifios sanos (control).
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Figura 3: A) Recuento de monocitos de dadores sanos que migraron en respuesta
a plasma de pacientes. B) Porcentaje de monocitos clasicos (CD14+CD16-) e infla-
matorios (CD14+CD16+) que migraron en respuesta al plasma de pacientes. *p<0.05
versus Sanos, Mann Whitney test

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Nuestros resultados demuestran el aumento de la expresion de CCR1,
CCR2 y CCRS5 en los monocitos de pacientes con SUH durante el periodo
agudo. Estas alteraciones pueden deberse a la activacion o la maduracion de
los monocitos como resultado de la infeccion asociada a la Stx. Se ha repor-
tado, que la expresién de CCR1 y CCR5 aumenta, mientras que la del CCR2
disminuye en monocitos diferenciados a macrofagos, correlacionando con
mayor o menor funcionalidad respectivamente, evaluada como movilizacion
de calcio luego del estimulo con los ligandos MIP1a (CCR1, CCR5), y MCP-
1 (CCR2)(A Kaufmann et al, J Leukocyte Biology, 69:248-252; 2001). Aun-
que todavia no hemos evaluado la funcionalidad de estos receptores en los
pacientes, su incremento podria estar asociado a una mayor funcion llevando
a una mayor activacion ¢ reclutamiento de los leucocitos contribuyendo a la
amplificacion de la respuesta inflamatoria renal. Otra posibilidad seria que la
expresion alterada sirva como sistema decoy para remover las quimioquinas
circulantes (MIP1-a, RANTES y MCP-1). El plasma recolectado de pacien-
tes con SUH (grado Ill) posee mayor capacidad quimioatractante que el de
los nifios sanos. Esto podria deberse a que durante el SUH, el endotelio y
epitelio inflamado, junto a los leucocitos activados, secretan citoquinas y qui-
mioquinas capaces de inducir la migracion y activacion de los monocitos, de
esta manera podria explicarse que durante la evolucién del SUH, cuanto mas
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grave es el cuadro, mayor secrecion de estos factores se produce, reflejan-
dose en una mayor capacidad del plasma de atraer leucocitos. Finalmente es
interesante destacar que existe una correlacién entre el aumento de CCR1y
la severidad del SUH. En linea con estos resultados, hemos demostrado que
el CCR1 participa en la evolucion del SUH en el modelo murino (Ramos et al,
AJP, 180(3):1040-8; 2012).

Actualmente el SUH no tiene tratamiento especifico, y el grado de lesion
renal durante la fase aguda define la evolucién a mediano-largo plazo. Esto
hace que el 30 % de los nifios sufra insuficiencia renal cronica llegando inclu-
s0 a una insuficiencia terminal, requiriendo como Unica alternativa el trans-
plante. Por este motivo, es importante comprender los mecanismos fisiopato-
génicos del SUH y en especial cuales son las vias que participan en el dafio
renal, para poder intervenir y disminuir el dafio renal inicial. Ya que nuestra
hipétesis, se basa en que la interaccion CCR-ligandos estaria mediando la
activacion 6 el reclutamiento de los monocitos al rifdn, todavia nos queda por
investigar si éste mecanismo, participa en el dafio renal.

RESUMEN

La microangiopatia trombdtica y la falla renal aguda, son las caracteris-
ticas centrales del Sindrome Urémico Hemolitico (SUH). Distintas evidencias
sostienen que para la patogénesis del SUH, se requiere tanto la interaccion
de la toxina Shiga (Stx) con su receptor especifico en la células endotelia-
les y epiteliales renales, como la respuesta inflamatoria la cual juega un
papel decisivo en la evolucion de la enfermedad. Las quimioquinas presen-
tes durante la respuesta inflamatoria, son capaces de interaccionar con sus
receptores especificos en los leucocitos, e inducir su activacion y migracion,
y ademas han sido implicadas en diversos procesos patogénicos renales.
Nosotros, hemos reportado que en pacientes con SUH, durante el periodo de
fase aguda, la expresion del receptor de quimioquinas CX;CR1 esta alterada
en los leucocitos, particularmente los monocitos. Aqui, demostramos que la
expresion de los receptores CCR1, CCR2 y CCR5 se encuentra incrementa-
da en los monocitos, acompafiado de mayor capacidad quimioatractante del
plasma de dichos pacientes. Por otro lado, el aumento de CCR1 correlaciona
con el grado de severidad de la patologia.
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ABSTRACT

Thrombotic microangiopathy and acute renal failure are cardinal features
of post-diarrheal hemolytic uremic syndrome (HUS). However, clinical and
experimental data suggest that host’s inflammatory response to bacterial vir-
ulence factors plays a pivotal role in the pathogenesis of the disease. These
conditions are related to endothelial and epithelial cells damage induced by
Shiga toxin (Stx), through the interaction with its specific receptor on endo-
thelial and epithelial cells. Chemokines are implicated in different renal path-
ological process due to their capacity to induce activation and chemotaxis
of leukocytes. We have demonstrated that the expression of the chemokine
receptor CX;CR1 is altered on monocytes. In this study we show that CCR1,
CCR2 and CCRS5 expression on monocytes is upregulated and that plasma
from HUS patients has the capacity to induce chemotaxis on healthy mono-
cytes. The modulation of CCR1 expression correlates to the severity of HUS
patients.



ESTRATEGIAS PARA REVERTIR LA INMUNOSUPRESION
INDUCIDA POR ENDOTOXINAS BACTERIANAS

Rearte Maria Barbara
Instituto de Medicina Experimental (IMEX)-CONICET.
Academia Nacional de Medicina

INTRODUCCION

Los procesos sépticos constituyen una de las principales causas de
muerte en unidades de cuidados intensivos alcanzando una tasa de morta-
lidad del 30% de los pacientes®. Si bien durante afios se penso a este fenod-
meno como un evento asociado a una inflamacién exacerbada en respuesta
a una infeccion, los tratamientos con diferentes agentes anti-inflamatorios en
los ultimos 30 afios y en mas de 25 ensayos clinicos han fracasado rotunda-
mente en un periodo conocido como la “tumba de las compafias farmacéuti-
cas23”. Este fracaso en el desarrollo de terapias adecuadas, tiene que ver, en
parte, con la carencia -que aun hoy persiste- sobre la comprension plena de
los mecanismos fisiopatogénicos que acompafian a las sepsis. Asi, relevan-
do datos de mortalidad en los cuadros de sepsis, se ha observado que si bien
existe una incidencia de muerte en las fases tempranas donde predomina la
fase inflamatoria y sobre la cual se han dirigido las diversas estrategias tera-
péuticas, la tasa de mortalidad es mucho mayor -en el 70% de los casos-en
la fase anti-inflamatoria que cursan con una inmunosupresion severa#4s.

A nivel global, la sepsis continua siendo una causa importante de mor-
talidad en todo el mundo. Asi, en EEUU, con mas de 210.000 muertes/ afio,
constituye la 12° causa de muerte en ese paisé. En el 50% de las sepsis las
infecciones se deben a bacterias Gram-negativas, cuyos lipopolisacaridos
(LPS) de membrana -también conocidos como endotoxinas- son los agentes
causales principales del proceso inflamatorio asi como de la fase siguiente,
anti-inflamatoria e inmunosupresora?:8.

Se han propuesto numerosos mediadores como factores causales de la
inmunosupresion en sepsis. Entre ellos, citoquinas antiinflamatorias como
IL-10 y TGF-B, mediadores lipidicos como las prostaglandinas (PG-E,), neu-
romediadores y catecolaminas®-15. Ademas, se ha reportado la participacion

[286]
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de ciertas poblaciones celulares que contribuyen a la depresion inmune,
como las células T regulatorias y las células mieloides supresoras 16.17. Por
otra parte y sobre la base de trabajos propios, nosotros consideramos tam-
bién que los glucocorticoides (GC) son agentes centrales e insoslayables
en el establecimiento de estos fendmenos de inmunosupresion en procesos
sépticos'8-20, Asi, hemos demostrado la recuperacion de la respuesta inmune
humoral y celular con mifepristone (RU486), un antagonista de receptores
para glucocorticoides'9.20 en un modelo murino de inmunosupresién inducido
por LPS. No obstante, a fin de profundizar mas sobre dicho conceptoy con la
finalidad de descartar la posibilidad de cualquier efecto indeseable o secun-
dario del tratamiento con RU486, otros moduladores de GC fueron evaluados
en este trabajo.

Asi, la dehidroepiandrosterona (DHEA), un precursor de hormonas este-
roideas con efectos anti-glucocorticoides2'.22, y el metirapone (MET), un
inhibidor de la sintesis de corticosterona23.24, fueron evaluados en su capa-
cidad para restaurar la respuesta inmune en un modelo murino de inmuno-
supresion inducida por LPS. En resumen, nuestros resultados indican que,
de manera similar a lo observado con RU486, tanto la DHEA como el MET
podrian desempefiar un papel importante en la restauracion de la respuesta
inmune humoral y celular en ratones inmunosuprimidos por LPS, destacando
la participacion central de los GC en este fendmeno.

MATERIALES Y METODOS

Ratones
Se usaron ratones BALB/c hembras de 12-16 semanas de edad de
20-25g de peso.-

Inmunosupresion inducida por LPS
Se realizé un tratamiento con diferentes dosis crecientes de LPS durante
12 dias consecutivos como se describié previamente?20.

Administracion de Drogas

Utilizamos una dosis de DHEA de 40mg/Kg disuelta en propilenglicol
y administrada via subcutanea. EI MET se disolvié en agua deionizada y se
utilizé a una dosis de 80 mg/kg administrada via intraperitoneal.
Inmunizacion y drogas
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DHEA. Ratones inmunosuprimidos se inocularon con DHEA alas-4,-2y
3 hs de la inmunizacion con GRc (5x108/raton; i.p.). Al dia siguiente, se dieron
tres dosis en intervalos de 3hs. Se continué con una dosis diaria durante los
restantes 4 dias.

MET. Ratones inmunosuprimidos se inocularon con MET alas -3, 2y
4hs de la inmunizacién. Al dia siguiente, se dieron tres dosis a intervalos de
3hs. Siete dias post inmunizacion fueron sacrificados; se tomo suero y bazos.

Reaccion de hipersensibilidad

DTH. Ratones inmunosuprimidos fueron sensibilizados con GRc (2x108
GRc/ratén; i.p.) 24hs post LPS. Ratones control fueron sensibilizados utilizan-
do el mismo esquema. Luego se trataron con dosis diarias de DHEA o MET
durante los siguientes 4 o 2 dias respectivamente. Al 6t dia fueron desa-
fiados con 1x108 GRc via subcutanea en almohadilla plantar. El grosor de
la almohadilla se midié con micrometro antes y 24hs post desafio. Calculo:
espesor de almohadilla después del desafio/espesor antes del desafio.

CHS. Ratones inmunosuprimidos fueron sensibilizados por topicacion con
50 ul de 1% de FITC (en acetona/ dibutil-ftalato) en la regidn ventro-lateral 24hs
post LPS. Ratones control fueron sensibilizados utilizando el mismo esquema.
Luego se trataron con DHEA o MET como se indic6 para DTH. En el dia 6 fueron
desafiados con 10 ul de 1% a FITC sobre ambos lados del pabellon auricular.
Se midid la inflamacién del pabellén con micrometro antes y 24hs post desafio.
Calculo: grosor del pabelldn después de desafio/ grosor antes del desafio.

Ensayo de hemaglutinacion
La respuesta de anticuerpos (Ab) a GRc se evalué mediante un ensayo
de hemaglutinacion, como fue descripto anteriormente20.

Ensayo de proliferacion de esplenocitos

Los esplenocitos (4x105células/well) fueron colocados en 200 ul de
medio completo (RPMI11640-10% SFB, 1% antibidtico) sobre placas de 96
wells en presencia o ausencia de Con A (2 ug/ml). Se incubaron durante 72
horas a 37°C y fueron pulsadas con 1 uCi de [3H] timidina 18 horas antes del
cosechado. La actividad proliferativa se calculé midiendo la incorporacion de
3H-timidina. Los resultados fueron expresados como la media de cuentas por
minuto (c.p.m.) de pocillos por triplicado menos el c.p.m. basal de pocillos que
fueron pulsadas pero no estimuladas (A c.p.m.).
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Citometria de flujo

Los esplenocitos (células 1x108) fueron incubados con los siguientes
anticuerpos: FITC-CD4, PE-CD8, Cy5PE-CD45R/B220 durante 30 minutos
a 4°C. Se lavaron y se evaluaron por citometria de flujo.

Histologia

Después de la fijacién en formol 10%, bloques de tejido esplénico fue-
ron deshidratados y finalmente embebidos en parafina. Se realizaron seccio-
nes semi-seriadas y se tifieron con hematoxilina-eosina, o se analizaron por
inmunohistoquimica.

Inmunohistoquimica

Panel de Abs: anti-CD20 para células B, anti-CD3 para células T. Para
el reconocimiento de subtipos de células T se utilizé anti-CD4 y anti-CD8. Se
incubd con Abs primarios 18hs en camara hiumeda. Los cortes se tifieron con
hematoxilina-eosina y se analizaron por microscopio.

Analisis estadisticos

Los valores se expresaron como la mediatSEM de n observaciones.
ANOVA de una via, seguido por una prueba de Student-Newman-Keuls
como prueba post hoc para multiples comparaciones. Todos los test esta-
disticos fueron interpretados de forma de dos colas y un valor de p <0,05 fue
considerado estadisticamente significativo.

RESULTADOS

DHEA y MET restauran la respuesta inmune humoral primaria en
ratones inmunosuprimidos inducido por LPS

Para evaluar el efecto del tratamiento con DHEA o MET a nivel de la
respuesta inmune, ratones inmunosuprimidos fueron tratados con cada una
de las drogas y luego inmunizados con globulos rojos de carnero (GRc). Siete
dias después de la inmunizacion se sangraron y se evaluo la respuesta inmu-
ne humoral. La figura 1 muestra una profunda disminucion en el titulo de Abs
anti-GRc en ratones inmunosuprimidos comparado con el grupo control. La
administracion de DHEA o MET permitié una parcial pero significativa restau-
racion de la respuesta inmune humoral.



290 Anales 2010-2012

DHEA y MET restauran la respuesta inmune celular en ratones
inmunosuprimidos inducido por LPS

Se llevaron a cabo experimentos ex vivo con el fin de determinar si la
DHEA y el MET fueron capaces de superar la inmunosupresion inducida por
LPS a nivel de la proliferacion celular. Para esto, ratones inmunosuprimidos
fueron tratados con DHEA o MET en sus diferentes protocolos y al 7me dia
se extrajeron los bazos y se realizé un ensayo de proliferacién estimulados
con Con A. Como se muestra en la figura 2, la proliferacion de esplenoci-
tos a partir de ratones inmunosuprimidos fue significativamente inferior a la
observada en el grupo control. Sin embargo, en ratones inmunosuprimidos
tratados con DHEA o con MET se observé una recuperacion parcial de la
respuesta proliferativa. Ademas, realizamos dos experimentos adicionales in
vivo, utilizando una reaccion de hipersensibilidad retardada de tipo IV (DTH)
con GRc y una reaccion de hipersensibilidad por contacto (CHS) con FITC.
Como se muestra en la figura 3, la DTH y la respuesta de CHS fueron signi-
ficativamente menores en ratones inmunosuprimidos. Sin embargo, la admi-
nistracion de DHEA permitié una restauracion completa tanto de la reaccion
DTH como de la CHS (figura 3a, b) .El tratamiento con MET también indujo
una restitucion de la inmunidad celular para ambas reacciones en ratones
inmunosuprimidos (figura 3c, d).

DHEA y MET no restauran el niumero de células T CD4 en bazo pero
promueven una reorganizacion parcial de la arquitectura esplénica y
de la distribucion de linfocitos B y T en ratones inmunosuprimidos
Con el fin de evaluar si los ratones inmunosuprimidos presentan algu-
na alteracion celular o histologica a nivel del bazo, examinamos, en primera
instancia, linfocitos T y B mediante citometria de flujo. Ademas, evaluamos el
efecto de los tratamientos sobre dichos parametros. La Tabla 1 muestra una
disminucién en el porcentaje y numero de linfocitos T CD4 en bazo de ratones
inmunosuprimidos. Por otro lado, no hubo diferencias en los linfocitos T CD8
y B a partir de ratones inmunosuprimidos versus controles. La administracion
de DHEA o MET no parecen modificar ninguno de estos parametros evalua-
dos en ratones inmunosuprimidos. A nivel histolégico se observé un incre-
mento relativo de la regién de la pulpa roja debido a una disminucion de los
componentes celulares de la pulpa blanca en ratones inmunosuprimidos. El
tratamiento con DHEA o con MET restauré parcialmente el patron histologico
en ratones inmunosuprimidos alcanzando una semejanza estructural con un
bazo normal (figura 4a). La inmunohistoquimica revel6 una disminucion de
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linfocitos T CD4 y CD8 y de células B CD20 en nddulos de ratones inmunosu-
primidos (figura 4b d y e). En contraste, los bazos de ratones inmunosupri-
midos tratados con DHEA o con MET mostraron un aumento de la intensidad
de CD20 dentro de foliculos (figura 4b) y una reorganizacion de linfocitos T
CD4 en los PALS y de linfocitos T CD8 inter-foliculares para ambos grupos
(figuraddy e).

CONCLUSION

En este trabajo demostramos que DHEA y MET fueron capaces de res-
taurar la sintesis de anticuerpos como asi la capacidad proliferativa de célu-
las T en ratones inmunosuprimidos. Si bien algunos autores han demostrado
que la apoptosis de células linfoides seria uno de los mecanismos principales
asociados a la inmunosupresion3?, nuestros resultados demuestran que éste
no seria el Unico mecanismo dado que la recuperacion parcial de la com-
petencia inmunoldgica inducida por DHEA y MET demuestra que al menos
algunos de los clones celulares comprometidos en la respuesta fueron fun-
cionalmente afectados pero no eliminados por completo por el tratamiento
con LPS. También observamos que no soélo el tratamiento con DHEA, sino
también la administracion de MET, restauraron completamente tanto la DTH
como la reaccién CHS en ratones inmunosuprimidos. Asi, nuestros resulta-
dos sugieren que los glucocorticoides juegan un rol importante en la depre-
sion de la funcién inmune dependiente de células T en un modelo murino de
inmunosupresion inducida por LPS. Por otro lado, mediante citometria obser-
vamos una disminucion en el numero de linfocitos T CD4 en bazo de ratones
inmunosuprimidos. Estos datos concuerdan con trabajos donde demuestran
un incremento en el nivel de apoptosis en poblaciones linfocitarias en mode-
los de sepsis experimental y en patients39.41. Si bien no observamos ninguna
modificacion de los parametros evaluados por citometria en los grupos tra-
tados con drogas, los estudios histoldgicos revelaron que ambos farmacos
promueven una reorganizacion de la arquitectura del bazo en ratones inmu-
nosuprimidos. Por otro lado, los estudios de inmunohistoquimica revelaron
que ambos tratamientos promueven una mejora parcial de la distribucion y
la ubicacion especifica de los diferentes compartimentos celulares. En resu-
men, las evidencias presentadas en este estudio nos permiten confirmar el
rol central de los glucocorticoides en la inmunosupresion inducida por LPS.
La modulacién de los mismos podria constituir una importante herramienta
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terapéutica para reinstalar una respuesta inmune activa en pacientes con
sepsis tardia.
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Figura 1.

Ratones inmunosuprimidos inducido por LPS fueron sometidos a un
esquema de tratamiento con DHEA o MET e inmunizados con GRc. Ratones
control no inmunosuprimidos fueron inmunizados con el mismo esquema.
Siete dias después de la inmunizaciéon se obtuvieron muestras de sueroy se
evaluo el titulo de anticuerpos anti-GRc mediante un ensayo de hemagluti-
nacion. Los resultados son expresados como la media (titulo de Hemagluti-
nacién)tx SEM de 4 experimentos diferentes (n=5-6 animales por grupo). C=
naive inmunizado; IS= inmunosuprimido inmunizado; IS+DHEA= inmunosu-
primido inmunizado tratado con DHEA; IS+MET= inmunosuprimido inmuni-
zado tratado con MET #y 3 <p 0,05 vs. C; *< p 0,05 vs. IS.
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Esplenocitos de los diferentes grupos experimentales fueron evaluados
para un ensayo de proliferacion inespecifica incubados con Con A. Los resul-
tados son expresados como la media (A cpm )+ SEM de 3 experimentos
diferentes (n=4 animales por grupo). C= normales; IS= inmunosuprimido;
IS+MET= inmunosuprimido tratado con MET; IS+DHEA= inmunosuprimido
tratado con DHEA. #<p 0,05 vs. C; *< p 0,05 vs. IS.
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Ratones inmunosuprimidos se sensibilizaron con una inyeccion intrape-
ritoneal de GRc (a) o con FITC (b) en su region ventro-lateral sobre el dia 1.
Veinticuatro horas mas tarde los animales fueron tratados o no con DHEA
o MET administrada diariamente durante los siguientes 4 o 2 dias respec-
tivamente. En el sexto dia los animales fueron desafiados con GRc en la
almohadilla de la pata o bien con FITC en ambos lados de una oreja, respecti-
vamente. El grosor de la almohadilla de la pata y de la oreja se midié antes de
la exposicidn y 24 hs después de la estimulacion. Los ratones control fueron
tratados con el mismo esquema para cada uno.

Grupo chall fue desafiado pero no recibio la sensibilizacion. Los resul-
tados se expresan como media * error estandar de la media de la relacion
del espesor después de la exposicidn al antigeno/espesor antes del desafio
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control IS IS-DHEA IS-MET

Figura 4.

(a) Hematoxilina-eosina. Bazo Normal (C): foliculos de la pulpa blanca regulares en forma y tamafio con
pulpa roja proporcional (magnificacién original 250X); Bazo de ratén Inmunosuprimido (IS): foliculos
pequefios con forma irregular, no aparente zona marginal y un incremento relativo de la pulpa roja (mag-
nificacion original 250X); Bazo de ratdén Inmunosuprimido tratado con DHEA(IS-DHEA): restauracion
parcial de la arquitectura del bazo con foliculos irregulares y con un ligero predominio de la pulpa roja
(magnificacion original 250X); Bazo de ratén Inmunosuprimido tratado con MET(IS-MET): foliculos con
formas y tamafios regulares parcialmente recuperado; relacién pulpa blanca / pulpa roja recuperada
(magnificacion original 250X). Inmunohistoquimica, inmuno-marcacién para anti-CD20 (b). Bazo control
presenta linfocitos B dispuestos en la region periférica del foliculo; en bazo de IS se observan pocos
linfocitos B mientras que en bazos provenientes de IS-DHEA o IS-MET muestran una abundante dis-
posicién de células B dispuestos en la misma regién (magnificacion original 250X, excepto IS-MET que
fue 400X). (c) Anti-CD3. Tanto en bazos control como en bazos de IS-DHEA e IS-MET se observa la
presencia de linfocitos T dispuestos en la zona del manto y en la pulpa roja. En bazos de IS se observa
una menor disposicién de linfocitos T en la regién de pulpa roja (magnificacion original 250X, excepto
para IS-DHEA: 400X e IS-MET: 100X). (d) Marcacién con anti-CD4 y (e) con anti-CD8. Bazo control
muestra linfocitos T CD4 y CD8 en las zonas inter-foliculares; en IS se observan pocas células TCD4 en
la periferia del foliculo y células T CD8 dispersas en las areas inter-foliculares; bazos de IS-DHEA mos-
traron linfocitos T CD4 en la periferia del foliculo y en los PALS, asi como linfocitos T CD8 en las areas
inter-foliculares; en IS-MET se observé linfocitos T CD4 en los PALS y linfocitos T CD8 dispersos en la
pulpa roja (magnificacién original: 400X, excepto para anti-CD4 in IS-MET: 250X).
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y cada punto representa un ratén individual. IS: ratones inmunosuprimidos;
IS-DHEA: ratones inmunosuprimidos tratados con DHEA; IS-MET: ratones
inmunosuprimidos tratados con MET; C: ratones control. * p <0,05 IS versus
control; # p <0,05 IS versus IS-DHEA y versus IS-MET .

Tabla 1.

CD4 CDS8 B220
%® n0.X10° %® n0.X10° %® n0.X10°

Control 27.1+1.0 194+19 | 11.7+0.8 83 +1.4| 53.2+0.7 36.6+4.3
IS 20.2+£0.8% 12.9+1.2* | 10.7+0.6 7.1 0.9 59.5+0.9 38.8+4.3

IS-DHEA 20.7£1.7%  9.9+1.7* | 11.7+0.7 5.6+0.6 | 57.9+£2.8 32.1+1.2

IS-MET 20.2+0.4*% 12.8*1.1* | 11.3+£0.7 7.2+0.6| 57.8+1.0 36.8+2.9

(@) Los valores en porcentajes fueron calculados en el gate de linfocitos definido por caracteris-
ticas de FSC and SSC. Los resultados son expresados como la mediat SEM de 8 ratones por
grupo. Los datos representan 2 experimentos independientes. *p<0.05 versus control.

ABSTRACT

Prior exposure to endotoxins renders the host temporarily refractory to
subsequent endotoxin challenge (endotoxin tolerance). Clinically, this state
has also been pointed out as the initial cause of the non-specific humoral and
cellular immunosuppression described in these patients. We recently dem-
onstrated the restoration of immune response with mifepristone (RU486),
a receptor antagonist of glucocorticoids. Here we report the treatment with
other modulators of glucocorticoids, i.e. dehydroepiandrosterone (DHEA), a
hormone with anti-glucocorticoid properties, or metirapone (MET) an inhibitor
of corticosterone synthesis. These drugs were able to partially, but signifi-
cantly, restore the humoral immune response in immunosuppressed mice. A
significant recovery of proliferative responsiveness was also observed when
splenocytes were obtained from DHEA- or MET-treated immunosuppressed
mice. In addition, these treatments restored the hypersensitivity response in
immunosuppressed mice. Finally, although neither DHEA nor MET improved
the reduced CD4 lymphocyte count in spleen from immunosuppressed mice,
both treatments promoted spleen architecture reorganization, partially restor-
ing the distinct cellular components and their localization in the spleen. The
results from this study indicate that DHEA and MET could play an important
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role in the restoration of both adaptive humoral and cellular immune response
in LPS-immunosuppressed mice, reinforcing the concept of a central involve-
ment of endogenous glucocorticoids on this phenomenon.



ROL DE LOS MEDIADORES LIPIDICOS EN LAS FUNCIONES
DEL TROFOBLASTO DE PRIMER TRIMESTRE. BUSQUEDA
DE POSIBLES BLANCOS FARMACOLOGICOS PARA EL
MEJORAMIENTO DE LA TASA DE IMPLANTACION.

Dra. Maria Laura Ribeiro, Dra. Micaela Sordelli, Lic. Jimena Beltrame.
Centro de Estudios Farmacolégicos y Botanicos (CEFYBO), Facultad de Medicina
(CONICET - UBA).

ANTECEDENTES Y OBJETIVO GENERAL.

Los abortos espontaneos estan estrechamente relacionados con fallas
en la implantacion y son una preocupacion tanto en el plano social como
economico. Aproximadamente el 12-14% de los embarazos detectados cli-
nicamente terminan en un aborto espontaneo. Al menos el 50% de estas
pérdidas pueden atribuirse a fallas genéticas. En este ultimo caso, la mayo-
ria de las mujeres podran tener futuros embarazos que llegaran a término
exitosamente. Sin embargo, en el 1-2% de los casos, el aborto espontaneo
se repite sucesivas veces. La pérdida de tres o0 mas embarazos de menos
de 20 semanas de gestacidon se conoce como aborto recurrente. A pesar
de las numerosas investigaciones al respecto, las causas y el tratamiento
para esta patologia permanecen sin conocerse. Si bien con las técnicas de
fecundacion asistida se han logrado superar varios obstaculos durante las
primeras etapas del proceso reproductivo, la implantacién en la cavidad
uterina parece ser un paso limitante en la aplicaciéon de estas nuevas tec-
nologias. La alta tasa de fallas durante la implantacion, provoca que solo
el 30% de los tratamientos se complete exitosamente. Hace ya varios afos
que se estan buscando marcadores farmacoldgicos relacionados con estos
procesos debido a su potencial valor como blancos terapéuticos. Esta situa-
cion refleja la urgencia clinica de conocer los mecanismos moleculares y
fisioldgicos que son la base de la intercomunicacién materno-fetal durante
la prefiez temprana.

Durante la implantacion, el trofoblasto desarrolla funciones que son fun-
damentales ya que le permitiran adentrarse en la matriz endometrial. Cuando
la invasidn del trofoblasto no se produce o es deficiente, la remodelacion
del lecho vascular, y por lo tanto el éxito de la gestacion, se ven seriamente
comprometidas. Algunas de las patologias obstétricas mas frecuentes como
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el aborto recurrente o la preclampsia, estan directamente relacionadas con
problemas en la formacion del lecho vascular de la interfase materno-fetal.
Ademas, los procesos de apoptosis y de proliferacién celular han sido iden-
tificados como parte normal del crecimiento y diferenciacién del trofoblasto.
Durante la gestacion, el trofoblasto expresa proteinas pro y anti-apoptoticas
sugiriendo que su susceptibilidad a las sefiales de apoptosis varia en los
diferentes estadios de la prefiez y podria ser importante durante la invasion y
anclaje del trofoblasto al endometrio materno.

Hace ya varios anos se ha observado que en el epitelio luminal adya-
cente a la zona donde se implanta el blastocisto se produce un cambio en la
composicion de lipidos que se interpreta como una movilizacién de precur-
sores para la sintesis de moléculas lipidicas que participan de la formacion
de nuevos vasos y de la transformacion de los fibroblastos endometriales en
células deciduales. Es asi que se postula un nuevo concepto, el de la partici-
pacién de moléculas lipidicas en el establecimiento de la prefiez, entendién-
dolas ya no como simples componentes estructurales de las membranas sino
como mediadores biolégicamente activos. Sin embargo, aun no esta claro
como funcionan las interacciones moleculares entre esta compleja red de
mediadores.

En este trabajo hemos estudiado en particular la interrelacion que ocu-
rre entre tres mediadores de origen lipidico como la anandamida (AEA), las
prostaglandinas (PGs) y el acido lisofosfatidico (LPA). La eleccion de estas
moléculas responde a la vasta bibliografia ya publicada por otros autores
y por nuestro laboratorio sobre su regulacién en el Utero murino y de rata.
Estos trabajos, demuestran la participacion de la AEA, las PGs y el LPA
en la implantacion, especialmente en los procesos que tienen lugar en la
cara materna de la interfase materno-fetal. En nuestro laboratorio estamos
interesados en el estudio de la participacion de estos mediadores lipidicos
sobre las funciones criticas del trofoblasto al momento de la implantacién,
ya que el trofoblasto conforma la componente fetal de la interfase materno-
fetal.

En base a estos antecedentes el objetivo principal de este trabajo fue
investigar el rol que cumplen diferentes moléculas lipidicas (el acido lisofos-
fatidico, las prostaglandinas y la anandamida) en importantes funciones del
trofoblasto al momento de la implantacién, especificamente en la invasion, la
migracion y la proliferacion.
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Modelo experimental

Para llevar adelante este objetivo seleccionamos como modelo experi-
mental la linea celular de trofoblasto de primer trimestre HTR-8/SVneo. Uno
de los principales problemas que se plantea al investigar la fisiopatologia de
la gestacion es la imposibilidad de obtener muestras de células trofoblasti-
cas de primer trimestre dado las legislaciones vigentes en Argentina. Ocurre
ademas, que en estas muestras las cantidades de trofoblasto primario son
escasas Y los cultivos suelen estar contaminados con otros tipos celulares
presentes en la placenta, como los fibroblastos. Adicionalmente, las células
provenientes de cultivos primarios de trofoblasto cesan rapidamente su pro-
liferacion en cultivo y su transfeccion es dificultosa. Por ello, la propuesta del
presente proyecto es evaluar los efectos de los mediadores lipidicos sobre
una linea celular obtenida a partir de trofoblasto normal de primer trimestre:
las células HTR-8/SVneo. Esta linea celular fue establecida por el Dr. Charles
H. Graham (Queen’s University, Kingston, ON, Canada) a partir de trofoblasto
humano de primer trimestre, introduciendo el antigeno T del virus SV40, sin
ningun efecto sobre su cariotipo o fenotipo. Si bien son células inmortaliza-
das, no presentan las caracteristicas de las células tumorales o metastasi-
cas. Por esta razon, estas células pueden ser utilizadas como una importan-
te herramienta para el estudio de las funciones del trofoblasto. Las células
HTR-8/SVneo soportan mas de 32 pasajes y requieren al menos un 5% de
suero para mantener un crecimiento sostenido y su capacidad invasiva. Son
positivas para citoqueratina 7, vimentina y HLA-G, moléculas caracteristicas
del trofoblasto extravelloso.

RESULTADOS Y DISCUSION

Observamos que la incubacion con LPA 100 mM inhibe la proliferacion de las
células de trofoblasto de primer trimestre (p<0.01) mientras que estimula la
invasion (p<0.05) y la migracién (p<0.05) de este tipo celular. Previamente,
se ha informado que el LPA es un potente mensajero de origen lipidico con
diversas funciones bioldgicas sobre distintos tipos celulares. En modelos de
desarrollo en mamiferos, el LPA estimula la maduracion ovocitaria, el desa-
rrollo de embriones de 2 y 4 células al estadio de blastocisto y el transporte
embrionario en el oviducto. Nuestros resultados junto con los antecedentes
informados por otros autores sugieren que el LPA modula la implantacion del
embrion en la cavidad uterina a través de la regulacion de funciones claves
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del trofoblasto diferenciado como la proliferacion, la migracion y la invasion.

Las células HTR-8/SVneo expresan la lisofosfolipasa D, la principal enzima
involucrada en la produccion de LPA, ademas del receptor LPA3. Hasta el
momento se han descrito 6 receptores distintos para el LPA (LPA1-6) que
se encuentran acoplados a diversas proteinas G. Durante la diferenciacion
embrionaria en murinos, los embriones expresan constitutivamente el ARNm
del LPA1, mientras que el ARNm del LPA2 sélo se expresa en el estadio de
blastocisto y no se detecta la expresion del LPA3 en ninguno de los estadios
analizados. Los cultivos primarios de células de trofoblasto humanas de pri-
mer trimestre expresan solamente el receptor LPA1. Ademas, durante la ges-
tacién en humanos se ha observado que la actividad sérica de la lisofosfoli-
pasa D aumenta conforme progresa la gestacion, sugiriendo la acumulacién
de LPA en el tracto reproductivo. De hecho, la concentracion en suero de LPA
también se incrementa durante la gestacion llegando a valores de 50 uM en el
primer trimestre. La placenta humana expresa la lisofosfolipasa D en los tres
trimestres de embarazo predominantemente en las células del trofoblasto y
la expresion de la misma se incrementa a medida que progresa la gestacion.
En conjunto, estos hallazgos sugieren que el trofoblasto podria ser la fuente
principal de lisofosfolipasa D durante la gestacion y que ademas seria capaz
de producir LPA.

La co-incubacion de las células del trofoblasto con LPA y un antagonista
altamente selectivo para el receptor LPA3, el DGPP, revierte el efecto del
LPA sobre la proliferacion, la invasion y la migracion. Si bien el DGPP revier-
te completamente el efecto del LPA sobre la invasién y la migracion, este
antagonista provoca una reversion parcial sobre la proliferacién. Esto ultimo
sugiere la participacion de otros receptores para el LPA, aparte del LPA3.
Como ya hemos mencionado anteriormente, los cultivos primarios de tro-
foblasto de primer trimestre también expresan el receptor LPA1, de manera
que el LPA podria estar actuando a través del LPA3 y del LPA1 sobre la pro-
liferacion de las células trofoblasticas. Otros autores han informado que los
ratones deficientes en LPA1 y LPA2 tienen la capacidad de reproducirse nor-
malmente. Sin embargo, las hembras LPA3-/- presentan un retraso en el dia
de la implantacién y aberraciones en el espaciamiento entre los embriones.
En este sentido, cabe mencionar que el receptor LPA3 se encuentra expresa-
do en el endometrio de mujeres fértiles durante todo el ciclo menstrual, sien-
do su expresion significativamente menor en el endometrio proveniente de
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mujeres con fallas repetidas en la implantacion. En nuestro laboratorio obser-
vamos ademas que la administracion intra-uterina de DGPP a ratas preia-
das produce fallas en la decidualizacion y la vascularizacion de los sitios de
implantacion. En conjunto estas observaciones sugieren la importancia de la
regulacion del receptor LPA3 durante la etapa implantatoria tanto en la cara
materna como en la fetal de la interfase materno-fetal.

Cuando analizamos la participacién de las PGs en el efecto del LPA, obser-
vamos que la co-incubacion con un inhibidor selectivo de la ciclooxigenasa-2
(meloxicam) revierte completamente el efecto inhibitorio del LPA sobre la
proliferacion celular sin modificar la estimulacidn sobre la migracion y la inva-
sion. Ademas describimos la localizacién celular de ambas isoformas de la
ciclooxigenasa en las células HTR-8/SVneo. Estos resultados sugieren que
las prostaglandinas derivadas de la actividad de la ciclooxigenasa-2 median
el efecto del LPA sobre la proliferacion de las células trofoblasticas durante el
primer trimestre de gestacion. De hecho, el LPA estimula la produccion de las
PGE2 y PGF2alfa. Se ha informado que estas prostaglandinas en particular
son importantes mediadoras de la reaccion de decidualizacion y de la neo-
vascularizacién que tiene lugar en los sitios de implantacion.

Al investigar la participacion del sistema endocannabinoide observamos que
el tratamiento con antagonistas selectivos de los receptores de cannabinoi-
des CB1 y CB2 revierte completamente el efecto del LPA sobre la prolifera-
cion sin alterar la respuesta ejercida sobre la migracion y la invasion de las
células de trofoblasto de primer trimestre. Diferentes autores han demostrado
que los endocannabinoides tienen relevancia fisiopatoldgica en la comunica-
cion que se establece entre el embrion y el endometrio materno durante el
proceso de implantacion. La expresién de la FAAH (hidrolasa de amidas de
acidos grasos), la enzima que degrada la AEA, en células mononucleares de
sangre periférica es menor en mujeres con abortos espontaneos, comparada
con aquellas que tuvieron embarazos exitosos. En este sentido, los niveles
circulantes y la actividad de la FAAH se encuentran disminuidos en pacientes
que no lograron un embarazo a término luego de un tratamiento de fecun-
dacion asistida. Por ultimo, cabe mencionar que niveles elevados de AEA
plasmatica se correlacionan con fallas en el embarazo y con la ocurrencia
de abortos tempranos en mujeres gestantes. Se ha descrito la presencia de
los receptores CB1 y CB2 en células trofoblasticas de primer trimestre. En
particular en nuestro laboratorio observamos que las células HTR-8/SVneo
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expresan estos receptores. Se ha informado que la activacion del receptor
CB1 promueve la apoptosis de células deciduales humanas y que altas con-
centraciones de AEA inhiben el crecimiento de células de trofoblasto de pri-
mer trimestre a través de los receptores CB2.

Hasta ahora los tratamientos que se emplean para la prevencion de las
pérdidas tempranas del embarazo por fallas en la implantacién estan basa-
dos en el mejoramiento de la funcionalidad del endometrio. Pensamos que
los resultados obtenidos en este trabajo junto con investigaciones a futuro
brindaran un nuevo enfoque terapéutico para el tratamiento de las fallas en
la implantacién y permitiran el desarrollo de herramientas farmacologicas
novedosas. En base a los resultados obtenidos, postulamos que el LPA fun-
cionaria como un modulador de la proliferacion de las células del trofoblasto
de primer trimestre, modulando la capacidad de migrar y de invadir de estas
células. De esta manera, el LPA tendria un rol pro-implantatorio, en el sentido
que permitira que el trofoblasto migre e invada en forma controlada la matriz
uterina. En este sentido, tanto las prostaglandinas como los endocannabinoi-
des parecen ser parte del sistema de regulacion que ejerce el LPA sobre el
trofoblasto, modulando por lo tanto al menos en forma indirecta las principa-
les funciones que cumple el trofoblasto durante la implantacion.

ABSTRACT

Bioactive lipid molecules as lysophosphatidic acid (LPA), prostaglandins
(PG) and endocannabinoids are important mediators of embryo implantation.
Based on previous published data we became interested in studying the inter-
action between these three groups of lipid derivatives in crucial trophoblast
functions: proliferation, migration and invasion. Thus, we adopted a pharma-
cological approach in vitro using LPA, DGPP (a highly selective antagonist of
LPA3, an LPA receptor), endocannabinoids’ receptor selective antagonists
(AM251 and AM630) and non selective (indomethacin) and selective (meloxi-
cam) inhibitors of cyclooxygenase-1 and 2 enzymes. Cyclooxygenase iso-
forms participate in prostaglandins’ synthesis. The incubation of the tropho-
blast cells (HTR-8/SVneo) with LPA 100 mM inhibited trophoblast proliferation
and increased the invasion and migration of these cells. Also, LPA increased
PGE2 and PGF2alpha production. The trophoblast cells expressed both
cyclooxygenase-1 and 2 enzymes. The incubation of LPA with indomethacin
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or meloxicam reversed the inhibition in proliferation, suggesting that cyclooxy-
genase-2 was the isoform involved in LPA effect. PGs are important media-
tors of decidualization and vascularization at the implantation sites. Prolif-
eration, migration and invasion were mediated by LPA3, as the incubation
with DGPP completely reversed LPA actions. Besides, we also observed that
endocannabinoids mediated the inhibitory effect of LPA on proliferation, as
the incubation of LPA with AM251 or AM630 completely reversed LPA effect.
Overall, the results presented here demonstrate the participation of LPA3 in
proliferation, migration and invasion of the trophoblast, through the interaction
with other groups of lipid molecules, prostaglandins and endocannabinoids,
which prepare the maternal-fetal interphase for embryo invasion during the
window of implantation.



MECANISMOS INVOLUCRADOS EN LOS PROCESOS DE
ACTIVACION Y APOPTOSIS DE PMN INDUCIDA POR AISLADOS
CLINICOS DE MTB PREVALENTES EN NUESTRO PAIS

Bqca. Maria Mercedes Romero
IMEX-CONICET, Academia Nacional de Medicina

INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad crénica cuyo agente infeccioso
es el Mycobacterium tuberculosis (Mtb), un bacilo intracelular obligatorio que
ingresa en su huésped por via aérea a través de pequefas gotas que lo con-
tienen. En el pulmén, parasita a los macréfagos alveolares (M) siendo las
primeras células en ser infectadas por Mtb ll. Las células dendriticas (CD)
constituyen una red densa en la mucosa respiratoria [21 y su interaccién tem-
prana con Mtb es fundamental para montar una respuesta inmune protectiva
particularmente en la TB primaria. Las CD y los Mg infectados inician una
respuesta inflamatoria exudativa con influjo de neutréfilos (PMN), linfocitos
y monocitos (Mo) por efecto de factores quimiotacticos presentes en el foco
infeccioso. La respuesta inmune generalmente contiene la infeccion, pero no
elimina la bacteria, aunque el dafio se minimiza por fagocitosis de la misma
con posterior formacion de una barrera de células inflamatorias rodeando al
Mg infectado (granuloma).

Los PMN son un componente clave en la primera linea de defensa con-
tra patégenos como el Mtb, ya que el flujo de estas células a los pulmones
es uno de los primeros eventos en la patogénesis de la TB. La presencia de
componentes bacterianos induce la up-regulacion de la integrina 3, CD11b
81, como asi también la produccion de citoquinas inflamatorias que contri-
buyen al reclutamiento de leucocitos al sitio de infeccién. La activacion de
los PMN desencadena importantes mecanismos microbicidas tales como la
produccién de enzimas proteoliticas, péptidos antimicrobianos y la liberacién
de especies reactivas del oxigeno (ROS), esenciales para la muerte de la
bacteria 1.

A nivel global se han definido seis linajes filogenéticamente distintos con
fuertes asociaciones con su origen geografico, a saber: Euro-americano, Asia-
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tico del este, Indo-Oceanico, Africano-Este, Africano-Oeste 1y Africano-Oeste
281, En nuestro pais, el linaje prevalente es el Euro-Americano que comprende
diferentes familias: Haarlem, Latino-Americano-Mediterraneo (LAM), familia
X (Europea 1S6110 de bajas bandas), familia S y familia T [6, 7, 8]. La técnica
de RFLP basada en la secuencia de insercion IS6770, ha permitido identificar
cepas de amplia diseminacion, cepas responsables de brotes o aquellas que
causaron casos unicos de TB. El brote mas importante en nuestro pais fue el
comunicado por el Hospital Mufiz de Buenos Aires, donde se aislé una cepa
resistente a 5 0 mas drogas, la que fue denominada cepa M de la familia Har-
leem, siendo posteriormente comunicada en otros centros de salud del area
metropolitana. Otros brotes de menor magnitud asociados a SIDA tuvieron
lugar en algunos hospitales de la Ciudad de Buenos Aires (cepa C) y en el hos-
pital Carrasco de la Ciudad de Rosario (cepas Ra, Rb, Rc) [9, 10, 11]. Mas de
una década después, estos brotes aun no han sido controlados.

En los ultimos afos se han podido identificar varios genes involucrados
en la virulencia y la patogenicidad del Mtb [12]. Pequefias variaciones en
estos genes, pueden determinar grandes diferencias fenotipicas a nivel de la
estructura de la micobacteria condicionando el reconocimiento del Mtb por
las células del sistema inmune. En este contexto, se han reportado diferen-
cias en la respuesta inmune evocada entre cepas resistentes de la familia
Haarlem [13]. Es conocida la importancia que las variaciones genéticas tie-
nen para la formulacién de vacunas protectivas [14] por lo tanto, para lograr
este objetivo es importante determinar la respuesta inmune inducida por los
linajes autéctonos y su interaccion con el huésped.

Previamente caracterizamos el efecto de la cepa de referencia H37Rv
sobre los PMN, demostrando que induce activacion a bajas relaciones
Mtb:PMN y que ademas, acelera la muerte por apoptosis in vitro mediante
la activacion de la via TLR2/p38 MAPK [15]. Como consecuencia, los PMN
circulantes de individuos infectados se activan y son reclutados al pulmon,
donde mueren por apoptosis tras el contacto con Mtb [16]. La apoptosis pre-
viene la liberacion del contenido citotdxico de los PMN hacia el entorno extra-
celular, proceso que tiene lugar si la célula muere por necrosis. Siguiendo
esta linea de trabajo, iniciamos el estudio de los aislados clinicos de Mtb
prevalentes en el pais sobre la respuesta en PMN y la comparamos con la
cepa de referencia. Observamos que la cepa LAM (familia LAM) tiene mayor
capacidad de activacién sobre el PMN que el resto de los aislados clinicos y
una mayor capacidad de inducir apoptosis. Mas aun, las cepa M no induce
apoptosis y es poco activadora del PMN.
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En base a estos antecedentes, el objetivo de este proyecto fue dilucidar
los mecanismos implicados en los procesos de activacion y apoptosis en
PMN inducidos por los distintos aislados clinicos de Mtb, que nos permitan
explicar las diferencias observadas a nivel de la respuesta inmune innata.

RESULTADOS

Con el objetivo de estudiar los mecanismos que subyacen al proceso
apoptético inducido por Mtb, los PMN se incubaron con inhibidores espe-
cificos y se enfrentaron durante 18 horas con los aislados clinicos LAM, H
y M, evaluandose luego la apoptosis por marcaciéon con Anexina V/loduro
de Propidio (Av/Pi). Tal como muestra la Figura 1.A, el inhibidor especifico
de p38 (SB203580) redujo significativamente la apoptosis inducida por los
aislados Ra y H, lo que coincidio con los resultados obtenidos previamente
con la cepa de referencia H37Rv [15]. Evaluamos también la participaciéon
de ROS empleando un inhibidor de oxidasas (DPI), dado que estos partici-
pan en la regulacion de la apoptosis dependiente de p38 [17]. Observamos
entonces que los ROS participan en la induccion de la apoptosis de los PMN
por todos los aislados clinicos (Figura 1A). Cabe destacar que cuando ERK,
una MAPK que tiene efecto anti-apoptético en el PMN [18], fue inhibida con
PD98059 ahora si, M fue capaz de inducir la apoptosis. Esto sugiere que M,
podria estar disparando un mecanismo anti-apoptético que “encubriria” el
efecto apoptotico esperado de la bacteria.

En coincidencia con estos resultados, observamos que en el proceso de
activacion medido por CD11b, todos los aislados clinicos involucran p38, sal-
vo la cepa M que ademas involucraria ERK (Figura 1B). Los ROS en cambio
no participarian en este proceso.

Con el fin de evaluar el grado de participacion de la mencionada sefal
anti-apoptética disparada por M, se afiadié al cultivo el intermediario supe-
réxido (H,0,) antes del estimulo con los distintos aislados clinicos y se evaluo
la apoptosis mediante marcacion con AV/Pi. Se observé que la apoptosis
inducida por todas las cepas fue mayor en presencia de H,O,. Sin embargo,
este efecto fue menor para las cepas Haarlem, en particular para la cepa M,
cuyo efecto no fue suficiente para alcanzar altos niveles de apoptosis (Figura
2). Esto apoya la idea de que ciertos mecanismos anti-apoptéticos protecti-
vos disparados por M, podrian estar implicados.
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Figura 1. Los PMN se aislaron por centrifugacion con Ficoll-Hipaque y sedimentacion
con dextran 6%, removiéndose los glébulos rojos residuales por lisis hipotonica. A)
Los PMN se enfrentaron en una relacion 1:2 Mtb:PMN con los aislados clinicos de
Mtb y la cepa de referencia H37Rv durante 18 h en presencia o no de inhibidores
especificos de p-p38 (SB), p-ERK (PD) y de ROS (DPI), y se determindé la apoptosis
por marcacién con AV/Pi, detectandose por citometria de flujo. Control (--) vs. Ra:
***n<0.001, control vs. H: **p<0.01, control vs. H37Rv: *p<0.05; H37Rv, Ra y H vs.
SB: #p<0.01; H37RV, Ra y H vs. DPI: dp<0.001; M vs. PD: ¢p<0.01. B) Los PMN se
enfrentaron en una relacién 1:2 Mtb:PMN durante 3 h con los aislados clinicos de Mtb
y la cepa de referencia H37Rv en presencia o no de inhibidores de p-p38 (SB), p-ERK
(PD) y de ROS (DPI), midiéndose luego la expresion de CD11b por citometria de flujo
como medida de activacion.

*p<0.02 comparado con el control (--).
# p<0.005 comparado con H37Rvy LAM
f p<0.03 comparado con H
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Figura 2. Los PMN se incubaron en presencia o no de H,0, (10 mM) durante 15 min.
Luego los PMN se cultivaron en una relacién Mtb:PMN 1:2 durante 18 h con los ais-
lados clinicos de Mtb y la cepa de referencia H37Rv. La apoptosis se determiné por
marcacion con AV/Pi. Ejemplo representativo de 5 realizados.

Dada la importancia de p38 y los ROS en el proceso de apoptosis en
los PMN disparado por Mtb, evaluamos posibles diferencias en cuanto a la
induccién de estos intermediarios por los distintos aislados clinicos. Como se
observa en la Figura 3A y 3B todos los aislados clinicos activan p38 y gene-
ran ROS de forma significativa, salvo el aislado M.
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Eigura 3. A) Los PMN se enfrentaron en una relacion 1:2 Mtb:PMN durante 60 min. con
los diferentes aislados clinicos. Se determiné la activacion de la forma activa de p38
(p-p38) mediante marcacion intra-citoplasmatica con un anticuerpo especifico marca-
do con FITC, detectandose por citometria de flujo. B) Los PMN se incubaron con 50
ul de 123- Dihidrorodamina (DHR) (5 pg/ml) durante 15 min. a 37° C. Luego los PMN
se enfrentaron con los distintos aislados clinicos de Mtb en una relacion 1:2 Mtb:PMN
durante 90 min. adicionales. La oxidacion de la DHR se detecté por citometria de flujo en
el canal FL-1. Control (--) vs. H37Rv, LAM y H: *p<0.05; LAM vs. H37Rv, H y M: #p<0.05.
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Ha sido documentada la participacion de ciertos genes bacterianos anti-
apoptéticos que codifican para NADH dehydrogenasa como asi también
superoxido dismutasa A (SodA), secretada por Mtb que participa en la inhi-
bicion de la apoptosis [19]. En este contexto decidimos estudiar la existencia
de elementos estructurales y/o metabolicos en los aislados clinicos, en parti-
cular en el aislado M que pudieran estar afectando la interaccién con el PMN.
Por ello, realizamos la determinacién de la generaciéon de ROS, utilizando
bacterias muertas por calor, de manera de anular el metabolismo bacteriano,
el cual podria estar aun presente en la bacteria irradiada. Como muestra la
Figura 4, cuando M es inactivada por calor, no es capaz de inducir ROS al
igual que la cepa gamma irradiada, pudiendo asi descartar la presencia de
estas enzimas con accion anti-apoptética. Por otra parte, tanto LAM como
H37Rv pierden toda su capacidad de inducir el estallido respiratorio, quedan-
do asi demostrado que la estructura intacta de la bacteria es necesaria para
generar una respuesta en el PMN.
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Figura 4. Los PMN se incubaron con DHR (5ug/ml) durante 15 min. a 37° C. Luego los
PMN se cultivaron a relacion 1:2 Mtb:PMN durante 90 min. con los aislados clinicos de
Mtb o la cepa de referencia H37Rv gamma irradiados o muertos por calor (Mtbg). La
oxidacion de la DHR a Rodamina se detectd por citometria de flujo en el canal FL-1.
Control (--) vs. LAM y H37Rv: *p<0.05; LAM vs. LAMg , y H37Rv vs. H37Rvg: #p<0.05.

La apoptosis inducida por H37Rv en los PMN es mediada por la acti-
vacion de la via TLR2/p38 MAPK [15]. Se ha publicado recientemente que
en Mo, la produccion de ROS inducida por hongos involucra dectin-1, un
receptor que reconoce los $-glucanos de la pared fungica. La probable inte-
raccion de la micobacteria con dectin-1 resulta inesperada debido a que los
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B-glucanos, han sido descriptos previamente en bacterias como Brucella,
Agrobacterium y Rhizobium [20, 21], pero no en Mycobacterium sp. Si bien
se ha demostrado recientemente que TLR2 y dectin-1 trabajan en conjunto
para promover la activacion de los M@ en la infeccion por micobacterias [22],
la importancia de este receptor en la infeccidon por Mtb no ha sido aun clara-
mente dilucidada. Siguiendo esta linea, y dada la participacién de los ROS
en la apoptosis inducida por Mtb, evaluamos el rol de TLR2 y dectin-1 en la
generacion de ROS en PMN estimulados con LAM. Ademas, estudiamos la
participacion de CD11b ya que este receptor promueve la fagocitosis sin la
generacion de estallido respiratorio [23].

Los resultados muestran que tanto TLR2 como dectin-1 participarian en
este evento ya que la generacion de ROS por el aislado LAM disminuye fren-
te al bloqueo de ambos receptores. Cabe destacar que el bloqueo de cada
receptor por separado reduce los niveles de ROS a los valores del control,
lo cual puede indicar una participacion conjunta de ambos receptores para
disparar la sefalizacion.

Por otro lado el bloqueo de CD11b no afecté significativamente la pro-
duccion de ROS, evidenciando que este mecanismo es independiente de
esta molécula.
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Eigura 5. Los PMN se incubaron con DHR (5ug/ml) durante 15 min. a 37° C y luego se
cultivaron en presencia o no de anticuerpos neutralizantes anti-TLR2, anti-dectin-1 o
anti-CD11b durante 20 min. a temperatura ambiente enfrentandolos luego a los aisla-
dos clinicos de Mtb durante 90 min. adicionales. La oxidacién de la DHR a Rodamina
se detecté por citometria de flujo en el canal FL-1. Control (--) vs. LAM y aCD11b:
*p<0.05; LAM vs. oTLR2 y adectin-1: #p<0.05
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CONCLUSIONES

En este trabajo estudiamos los mecanismos involucrados en la apopto-
sis y activacion de los PMN inducidos por los aislados clinicos de Mtb pre-
valentes en nuestro pais. Demostramos que la apoptosis es mediada por la
activacion de p38 y los ROS mediante la interaccion con el TLR2 y dectin-1
en la membrana del PMN. De hecho, la falta de inducciéon de apoptosis por el
aislado M se debe a la falla en la generacion de ROS y a mecanismos anti-
apoptoticos mediados por ERK. El hecho de que todos los aislados clinicos
involucren a p38 en la up regulacion del CD11b pero M involucre ademas
ERK, confirma que los aislados clinicos podrian disparar diferentes vias de
sefalizacion.

Estos resultados confirman que existen diferencias en cuanto a la res-
puesta inmune inducida entre los aislados clinicos de Mtb debido quizas a
variaciones estructurales de la pared bacteriana. Podriamos considerar
dichas variaciones, como una estrategia de evasién de la micobacteria en
la medida que evitan o minimizan el reconocimiento por el sistema inmune
(receptores de reconocimiento de patrones) del huésped.

ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is a chronic disease caused by Mycobacterium tuber-
culosis (Mtb). The PMN is a key component in the first line of defense against
pathogens such as Mtb, since the flow of these cells into the lungs is one of
the earliest events in the pathogenesis of TB. In our country, the prevalent
lineage of Mtb is the Euro-American, comprising different families: Haar-
lem, Latin-American-Mediterranean (LAM) X family (low 1S6110 European
bands), S family and T family. In recent years there have been identified sev-
eral genes involved in virulence and pathogenicity of Mtb. Slight variations in
these genes, can determine large phenotypic differences, conditioning Mtb
recognition by immune system cells.

In previous works we observed that the LAM strain (LAM family) has a
greater capacity of the PMN activation and increased ability to induce PMN
apoptosis than clinical isolates of family Haarlem. Moreover, the M strain
(Haarlem family) does not induce apoptosis and show little PMN activation.

The aim of this study was to elucidate the mechanisms involved in the
processes of PMN activation and apoptosis induced by Mtb clinical isolates
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most successful in Argentina belonging to LAM and Haarlem families, that
allow us to explain the differences observed at the level of PMN response.
We observed that LAM clinical isolate (LAM family) induces PMN apoptosis
mediated by the generation of ROS through TLR2 and dectin-1, and p38 acti-
vation. Contrary Haarlem family, particularly the isolated M does not induce
apoptosis due to lack of production of ROS and a null p38 activation. More-
over, anti-apoptotic mechanisms mediated by ERK, were involved. Also, we
rule out the possible existence of enzymes with anti-apoptotic action. These
results suggest that differences in the PMN response induced by clinical iso-
lates of Mtb could be explained by structural differences of the bacterial wall,
conditioning subsequent interaction and response of the target cell. We could
consider such variations, as an evasion strategy that avoid or minimize the
recognition by the host immune system.



REGULACION DE LA EXPRESION DEL TRANSPORTADOR
HEPATICO MRP3 (ABCC3) POR ETINILESTRADIOL.
IMPLICANCIAS EN LA TERAPEUTICA CON ESTROGENOS.

Ruiz ML, Rigalli JP, Arias A, Villanueva SSM, Banchio C, Vore M, Mottino
AD y Catania VA.
Instituto de Fisiologia Experimental (IFISE-CONICET).

SINTESIS DEL INFORME FINAL:

La proteina asociada a resistencia a multidrogas 3 (MRP3/Mrp3) es un
transportador basolateral que bombea sustratos anionicos tales como sales
biliares sulfatadas, glucurénidos de bilirrubina, 17 B-glucuronosil estradiol,
algunas drogas anticancerigenas, etc. (1, 2). En condiciones normales estos
sustratos son preferencialmente excretados al canaliculo biliar via Mrp2
(transportador apical). Se ha demostrado que Mrp3 se encuentra marcada-
mente inducida en situaciones donde existe una disminucion de Mrp2 (obs-
truccién del conducto biliar en ratas (3, 4), en animales naturalmente deficien-
tes en Mrp2 (5, 6) y en pacientes con sindrome de Dubin-Johnson (2) o con
cirrosis biliar primaria). Estos hallazgos sugieren que MRP3/Mrp3 funciona
extruyendo bilirrubina y sales biliares conjugadas desde el hepatocito hacia
la sangre cuando la secrecion biliar se encuentra afectada. Estudios recien-
tes en ratones knock out para Mrp3 con el conducto biliar ligado le adjudican
un rol a esta proteina para la extrusion de conjugados con acido glucurénico
enddgenos (7). Sin embargo, al presente, los mecanismos moleculares que
regulan la expresion de MRP3/Mrp3 han sido poco estudiados. Los estro-
genos estan involucrados en la patogénesis de la colestasis inducida por
anticonceptivos orales y en la colestasis del embarazo. Se ha demostrado
que el estrégeno sintético etinilestradiol (EE), reduce el flujo biliar (FB) en
animales de experimentacion. En la rata, las alteraciones en el FB por EE se
han asociado a una disminucién en la actividad y expresion de Mrp2, entre
otros factores. La expresion del transportador canalicular Mrp2 se encuen-
tra disminuida post-transcripcionalmente (8, 9). En trabajos previos hemos
demostrado que Mrp3 esta inducida en higado de ratas con colestasis produ-
cida por EE (10, 11). Recientemente demostramos que EE estaria ejerciendo
una accion directa sobre el gen de Mrp3 de rata, independientemente de la

[313]
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colestasis (12) aunque aun se desconoce el mecanismo molecular implicado.

Las acciones fisiologicas de los estrogenos son mediadas por el receptor
de estrogenos (ER)-ay B3, los cuales pertenecen a la superfamilia de recepto-
res nucleares de esteroides (13, 14). Luego de ser activado por un ligando, el
ER intracelular sufre un cambio conformacional y homodimeriza, regulando
asi sus genes diana. El modelo clasico de regulacion de genes por el ER invo-
lucrala unién directa del dimero de ER a secuencias de ADN conocidas como
elementos de respuesta a estrégenos (ERE), las cuales son secuencias
palindromicas invertidas especificas. Ademas el ER puede asociarse indirec-
tamente con regiones promotoras a través de interacciones proteina-proteina
con otros factores de transcripcidn como la proteina de especificidad 1 (Sp1)
o la proteina activadora-1 (AP-1), complejo formado por homodimeros de
¢c-JUN o heterodimeros de c-JUN/c-FOS (15). En cualquiera de estos casos,
la interaccion del ER con estrogenos resulta en la activacion transcripcional
de genes via reclutamiento de co-activadores y componentes de la maqui-
naria transcripcional basal. El higado expresa predominantemente ER-a y su
expresion se encuentra bajo regulacion multihormonal (16). Al usar ratones
knock out para ER- a, Yamamoto y col. (17) demostraron que el ER-a media
la represion de transportadores hepaticos y la alteracion de la biosintesis de
acidos biliares, contribuyendo al desarrollo de la hepatotoxicidad inducida
por EE. Hasta el presente no se conoce el efecto de los estrogenos sobre la
expresion de MRP3 humana. Dado que la interaccion de receptores nuclea-
res con ligandos selectivos puede variar entre especies y considerando las
diferencias que existen entre el promotor de mrp3 de rata y humano (18, 19),
evaluamos si EE es también capaz de inducir MRP3 en células HepG2 cells,
una linea celular de hepatoma humano, y si ER-a esta implicado.

Como resultado se obtuvo lo siguiente: al incubar las células HepG2 a
distintos tiempos y concentraciones de EE no se observaron variaciones en
los niveles proteicos de MRP3, detectada por Western blotting. Luego se
transfectaron las células con un vector de expresion para ER-a humano y se
comprobaron la expresion (por Western blotting) y la actividad (utilizando gen
reportero) del ER-a transfectado. Al tratar estas células con EE se observé un
aumento en los niveles proteicos (por Western blotting) y de ARN mensajero
(por Real time PCR) de MRP3 a las 48 hs de incubacion con EE 50 uM. ER-a
activado por ligando puede regular la expresiéon génica uniéndose a sitios
ERE (estrogen response elements) en el promotor del gen diana (via clasica)
o indirectamente a través de interaccionar con factores de transcripcién como
AP-1 0 Sp-1 (via no clasica o alternativa). El analisis in silico de la region pro-
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motora de MRP3 no mostroé presencia de sitios ERE y pero si mostré presen-
cia de sitios de unién a AP-1. Por lo tanto se decidio evaluar la participacion
potencial de estos factores de transcripcién en la inducciéon de MRP3 por EE.
Para ello se cuantificaron por Western blotting los niveles proteicos de c-JUN
y ¢c-FOS (ambos miembros importantes de la familia AP-1). Se encontraron
niveles de c-JUN incrementados en las células HepG2 transfectadas con
ER-a e incubadas con EE (50 uM por 48 hs) no asi los niveles de c-FOS que
permanecieron sin cambios. Luego, para explorar si la induccién de c-JUN
podria ser un mediador del la induccion de MRP3, se analizo el efecto de la
sobre-expresion de c-JUN sobre los niveles de MRP3. Las células HepG2
se co-transfectaron con el ADNc codificante para c-JUN y para ER-a o sus
respectivos vectores vacios. La sobre-expresién de c-JUN en células trans-
fectadas con ER-a condujo a la induccién de MRP3, aun en ausencia de EE,
y en una magnitud similar a aquélla producida por el tratamiento con EE en
células transfectadas s6lo con ER-a. Ademas que el tratamiento con EE de
células que sobre-expresan c-JUN no produjo una mayor induccion de MRP3
cuando se compararon estas mismas células incubadas con el vehiculo. Las
células HepG2 que no expresan el ER-a no mostraron modificaciones en los
niveles de MRP3 en respuesta a la transfeccién con c-JUN. A modo de con-
firmar que la modulacion de c-JUN esta involucrada en la induccion de MRP3
por EE, se realizo el knock-down de c-JUN por la técnica de ARN de interfe-
rencia y se evaluo el efecto de EE sobre la expresion de MRP3. Observamos
que el knock-down de c-JUN evit6 cualquier induccion de MRP3 por EE. Por
el contrario, el tratamiento con EE de las células controles (transfectadas con
ARN de interferencia no silenciante, control) resulté en un aumento de MRP3.
Esta induccion fue similar a aquélla observada en células no transfectadas
con ARN de interferencia para c-JUN. Nuestros resultados sugieren que la
presencia de ER-a y la induccién de c-JUN son necesarias para que EE
produzca la induccion de la expresion de MRP3. Dado que ambas acciones
se necesitan al mismo tiempo, continuamos estudiando si el tratamiento con
EE promueve la interaccion ER-a/AP-1. A través de ensayos de co-inmuno-
precipitacion observamos que EE (50 uM 48 hs) aumenta la formacién del
complejo ER-a/AP-1. Ademas mediante ensayos de inmunoprecipitacion de
la cromatina (ChlIP) demostramos que EE induce el reclutamiento de este
complejo a un sitio de union AP-1 localizado en la region promotora de mrp3.

Varios estudios diferentes implican a AP-1 como un mediador clave en
inducir la expresion de Mrp3/MRP3. La actividad transcripcional de AP-1 esta
aumentada un 300% en células HepG2 luego de la exposicion de estas célu-
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las a acido taurolitocdlico (20), y podria explicar los hallazgos de Teng et al.
(21) demostrando que el acido taurolitocdlico aumentd el ARN mensajero de
MRP3 en células HepG2 y en la linea célular de hematoma humano HuH?7.
La ligadura de colédoco en ratones aumento la actividad de union de AP-1
en higado (22), lo que podria estar ligado a estudios que demuestran que
Mrp3 se induce en el higado de ratas con ligadura de colédoco (3). El higado
de ratones tratados con lipopolisacarido mostré un aumento en la actividad
de unién de AP-1 detectada por ensayos de retardo en gel (23), mientras
que estudios independientes describen una induccion de Mrp3 luego de un
tratamiento similar en ratas (24, 25). Se ha reportado que la unién de c-JUN
a secuencias EpRE (ectrophile responsive elements) aumento luego de la
exposicion de células HepG2 a 4-hidroxi-2-nonenal (26), y al mismo tiem-
po produce una induccién marcada de MRP3 en células NSCLC (27). Se
necesitan experimentos apropiados para establecer si la activacion de AP-1
y lainduccién de Mrp3/MRP3 estan casual o causalmente relacionadas bajo
condiciones diferentes del tratamiento con EE. Se demostr6 que la induccion
de MRP3/Mrp3 es una respuesta adaptativa para lidiar con la toxicidad hepa-
tica de metabolitos enddgenos nocivos, xenobidticos y drogas, tanto bajo
condiciones de colestasis u otras situaciones en ausencia de colestasis (28,
29). Proponemos que la activacion de AP-1, es un participante significativo
en esta respuesta adaptativa.

En conclusion, los datos presentes demuestran por primera vez que EE
induce MRP3 en células HepG2 via ER-a a través de la via no clasica media-
da por AP-1.

ABSTRACT

Previously, we have demonstrated that 17a-ethynylestradiol (EE) induc-
es rat multidrug-resistance associated protein 3 (Mrp3, Abcc3) expression
transcriptionally through estrogen receptor-a (ER-a) activation. We explored
the effect of EE on MRP3 expression of human origin. HepG2 cells were
transfected with ER-a and incubated with EE (1-10-50 uM) for 48 h. MRP3
protein and mRNA levels were measured by Western blotting and Real time
PCR, respectively. EE up-regulated MRP3 protein and mRNA at 50 uM only
in ER-a(+)-HepG2 cells. The in silico analysis of mrp3 promoter region dem-
onstrated absence of estrogen response elements, but showed several AP-1
binding sites. We further evaluated the potential involvement of the transcrip-
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tion factors c-JUN and c-FOS (members of AP-1) in MRP3 up-regulation.
ER-a(+) HepG2 cells were incubated with EE and c-FOS and c-JUN levels
measured by Western blotting in nuclear extracts. EE up-regulated only
c-JUN. Experiments of overexpression and knock-down of c-JUN by siRNA
further demonstrated that this transcription factor is indeed implicated in
MRP3 up-regulation by EE. Co-immunoprecipitation assay demonstrated
that EE induces c-JUN/ER-a interaction, and chromatin immunoprecipitation
assay showed that this complex is recruited to the AP-1 binding consensus
element present at the position (-1300/-1078bp) of human mrp3 promoter. We
conclude that EE induces MRP3 expression through ER-a, with recruitment
of ER-a in complex with c-JUN to the human mrp3 promoter.
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EFECTO DE LA HIPERSECRECION CRONICA DE LA
HORMONA GONADOTROFINA CORIONICA HUMANA SOBRE
EL METABOLISMO GLUCIDICO Y LIPIDICO: ESTUDIO EN UN

MODELO DE RATONES TRANSGENICOS.

Guillermina Stevens, Susana B. Rulli.
Instituto de Biologia y Medicina Experimental-CONICET

INTRODUCCION:

En la actualidad, el Sindrome Metabdlico representa un desafio en la
Salud Publica, tanto a nivel diagndstico como su tratamiento. La prevalencia
de obesidad y sus trastornos metabdlicos asociados, tales como insulinorre-
sistencia y Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT 2) se encuentran en aumento en
todo el mundo (Grundy, 2008). Por otra parte, la relacion entre las disfuncio-
nes hormonales reproductivas y los trastornos metabdlicos en mujeres es
un aspecto de gran interés terapéutico. En los estados hiperandrogénicos
femeninos, existe obesidad de tipo central en mas del 50% de los casos, y en
un 50-70%, insulinorresistencia.

La hormona gonadotrofina coriénica humana (hCG), normalmente secre-
tada por la placenta, esta estructural y funcionalmente relacionada con LH, y
produce el mismo efecto bioldgico a través de la uniéon a un mismo receptor,
estimulando la esteroidogénesis gonadal (Themmen y Huhtaniemi, 2000).
Con elfin de lograr una elevada actividad de LH/hCG circulante, se han desa-
rrollado ratones transgénicos portadores de los genes de las subunidades a
y B de hCG bajo el promotor universal Ubiquitina C, que dirige la expresion
génica en muchos tipos celulares desde un estadio fetal tardio. Mientras que
las hembras con sobreexpresion de hCGf+ presentan niveles moderados
de hCG circulante (30 veces superiores a los hallados en hembras WT), en
hCGap+ se producen niveles elevados de esta hormona que alcanza valores
1000 veces superiores a los WT, en términos de bioactividad (Rulli y col.,
2002, 2003; Huhtaniemi y col., 2005). En el modelo de ratones transgénicos
hCGp+, las hembras presentan pubertad precoz y son infértiles. Los ovarios
se muestran con quistes hemorragicos ocasionales y altamente luteinizados
como consecuencia de la activa estimulacién con hCG. Estos animales pro-
ducen elevados niveles circulantes de andrégenos, estrégenos y progestero-
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na desde edades tempranas del desarrollo sexual. Se han detectado también
varios fenotipos extragonadales en este modelo: a edades avanzadas, las
hembras desarrollan hiperprolactinemia acompafada de macroprolactino-
mas y tumores mamarios metastasicos. También es de destacar el desa-
rrollo de obesidad y el aumento en la densidad mineral 6sea en estas hem-
bras. Los complejos cambios hormonales, y consecuentemente el desarrollo
del fenotipo extragonadal caracteristico, se atribuyen a la hiperestimulacién
crénica del ovario por hCG, ya que la ovariectomia impide su formacién, a
pesar de mantener una persistente y elevada secrecion de hCG (Rulli y col.,
2002). Las hembras doble transgénicas hCGaf+ presentan pubertad precoz,
infertilidad, significativas alteraciones en el perfil de hormonas esteroideas
circulantes desde edades tempranas de la maduracion sexual, y desarrollo
temprano de tumores de ovario de tipo teratoma (Huhtaniemi y col., 2005).

El objetivo del presente trabajo fue estudiar posibles alteraciones en el
metabolismo glucidico y lipidico en ratones hembras adultas en dos mode-
los transgénicos hipersecretores de hCG con niveles circulantes moderados
(hCGB+) y elevados (hCGaB+) de la hormona. Se analizdé en qué medida
estan afectados los perfiles glucémicos basales, test de tolerancia a glucosa,
test de respuesta a insulina y el perfil lipidico en ambos modelos.

MATERIALES Y METODOS:

Se utilizaron cepas de ratones transgénicos portadores de los genes de
hCGa y hCGp bajo el promotor Ubiquitina C (hCGa+, hCGB+) segun descrip-
to por Rulli y col. (2002, 2003). Los animales fueron mantenidos a 22 °C, con
periodos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, una dieta balanceada
y agua ad libitum. Se respetaron las reglas de la “Guia para el cuidado y
utilizacion de animales de laboratorio” del Instituto Nacional de Salud de los
Estados Unidos (NIH), supervisados por el Comité de Etica del Instituto de
Biologia y Medicina Experimental. Se utilizaron ratones hembras de la cepa
salvaje (WT), hCGB+ y hCGa+ en ayuno por 6 horas.

Se realizaron las determinaciones de triglicéridos, colesterol y HDL en
suero a través de un Kit colorimétrico por espectrofotometria (BioSystems),
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Test de tolerancia a la glucosa: se administré a los ratones ayunados
40% de glucosa (2g/kg) por via i.p. Test de respuesta a la insulina: se admi-
nistré a los ratones ayunados 0.75 Ul de insulina por via i.p. En ambos casos,
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se determind la glucosa en sangre a los 0, 30, 60 y 90 min a través de tiras
reactivas Accu-Chek Performa (Roche).

Los resultados se expresaron como la media + ESM. Se
aplicé analisis de varianza (ANOVA) seguido del test post-hoc
Bonferroni. Valores de p<0,05 fueron considerados estadistica-
mente significativos.

RESULTADOS

Se analizaron los valores séricos de triglicéridos en ayuno de hembras
WT, hCGB+ y hCGap (Fig. 1 A). Los niveles de trigliceridemia resultaron sig-
nificativamente mayores en animales hCGB+ y hCGap+ comparados con los
WT, alcanzando valores superiores a 600 mg/dl.

Los niveles séricos de colesterol en ayuno no mostraron diferencias sig-
nificativas entre los grupos. Dichos valores no superaron los 200 mg/dl. Los
valores séricos de HDL en ayuno no resultaron significativamente alterados
en los ratones hCGB+ y hCGaB+ con respecto a los WT, si bien se detectd
una disminucién estadisticamente significativa en el grupo hCGB+ con res-
pecto al hCGap (Fig. 1 B).
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Figura 1. Perfil lipidico en ayuno de ratones hembra WT, hCGB+ y hCGaf+
a los 6 meses de edad. A) Valores séricos de triglicéridos. N= 3. Las letras distintas
indican diferencias significativas entre los grupos (p<0,01). B) Valores séricos de
HDL-C. N= 3-4; (p<0,001). ANOVA de una via — Bonferroni. Las barras representan
la media + ES.
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La insulinemia basal en ambos grupos transgénicos mostraron valores
significativamente superiores que los WT (WT: 0.14+£0.07; hCGB+: 0.8+0.2
ng/ml, p<0.05 y hCGap+: 2.4+£0.5 ng/ml, p<0.001). El test de tolerancia a
la glucosa mostré un marcado aumento en la concentracion de glucosa en
sangre a los 30 y 60 min post-glucosa en los grupos hCGf+ y hCGaB+ con
respecto alos WT (Fig. 2 A). El test de respuesta a insulina resulté en niveles
basales de glucosa en los grupos hCGp+ y hCGaf+ comparados con el
grupo WT a los distintos tiempos (Fig 2B).
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Figura 2. Metabolismo glucidico en en ratones hembra WT, hCGB+ y hCGaf+ a los
6 meses de edad. A) Test de tolerancia a la glucosa, tras una inyeccion i.p de 2 g/kg
de glucosa. B) Test de respuesta a la insulina, tras una inyeccion i.p. de 0.75 Ul/kg de
insulina. Media + ES. N= 6-10. Los asteriscos indican diferencias significativas entre
hCGB+y hCGaB+ vs. WT (*: p<0.05; **: p<0,01). ANOVA de dos vias — Bonferroni.
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Con el fin de establecer con mayor precision la edad en que comienzan
las alteraciones en el metabolismo glucidico de las hembras hCGB+, se rea-
lizaron estudios de tolerancia a la glucosa y de respuesta a la administracion
de una dosis de insulina a los 2, 3 y 6 meses de edad.

A los 2 meses de edad, las curvas de tolerancia a la glucosa resulta-
ron similares en las hembras WT y hCGB+. Solo se observé un aumento
significativo a los 60 min post-glucosa (Fig. 3A). Tanto a los 3 como a los 6
meses de edad se detectd un aumento significativo en hembras hCGf+ a los
30, 60 y 90 minutos post-glucosa (Fig. 3B,C).

Test de tolerancia a la glucosa
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Figura 3. Test de tolerancia a la glucosa en hembras WT y hCGB+ en funcion de la
edad. Curvas de tolerancia a la glucosa en hembras WT y hCGB+ alos 2 (A), 3 (B)y
6 (C) meses de edad. Se determinaron los niveles de glucosa en sangre de animales
en ayuno a los 0, 30, 60 y 90 min luego de una inyeccion de glucosa (2 gr/kg, viai.p.).
Media £ ES, n=3-11. ANOVA de dos vias, Test de Bonferroni con medidas repetidas; *:
p<0,05; **: p<0,01 y ***: p<0,001.

El test de respuesta a insulina demostré que no se detectaron diferencias
entre los animales WT y hCGB+ a los 2 y 3 meses de edad (Fig. 4A,B). A los
6 meses se observo una diferencia significativa en los niveles de glucosa en
las hembras hCGB+ a los 30, 60 y 90 minutos post-insulina (Fig. 4C). Estos
resultados sugieren la adquisicién de una resistencia a la insulina por parte
de las hembras hCG+ a los 6 meses de edad.
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Test de resistencia a la insulina

A 2 meses de edad B 3 meses de edad C 6 meses de edad
- - - wr

3+ %1 o F = Wedpe
; -
3« a1 1
8 8 \~‘__'
H H
[ [}

o ) ) %0 ° 30 ) %0 ° 30 ) s0

Tiempo (min) Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 4. Test de respuesta a la insulina en hembras WT y hCGB+ en funcion de la
edad. Curvas de respuesta a la insulina en hembras WT y hCGB+alos 2 (A),3(B)y 6
(C) meses de edad. Se determinaron los niveles de glucosa en sangre de animales en
ayuno a los 0, 30, 60 y 90 min luego de una inyeccion de insulina (0.75 Ul/kg, via i.p.).
Media = ES, n=4-11. ANOVA de dos vias, Test de Bonferroni con medidas repetidas;
**: p<0,01y ***: p<0,001

DISCUSION

En este trabajo se caracterizé por primera vez el metabolismo glucidico
y lipidico de ratones hembras adultas hipersecretoras de hCG. El tipo de
Obesidad que presenta este modelo es principalmente debido al aumento
de tejido adiposo en la region abdominal (Rulli y col., 2002), que podria expli-
carse por distintos mecanismos que involucran una excesiva produccion de
hormonas gonadales y sus implicancias a nivel metabdlico. En el contexto
del Sindrome Metabdlico, los lipidos que se evaluan son los triglicéridos y el
HDL-C, siendo la hipertrigliceridemia un marcador de gran utilidad para su
diagnostico. El modelo que se estudio presentd hipertrigliceridemia, niveles
de HDL-C disminuidos, colesterol conservado e indices Colesterol/HDL-C y
Triglicéridos/HDL-C elevados. Todos estos hallazgos contribuyen a un feno-
tipo aterogénico y con mayor riesgo cardiovascular. El perfil lipidico presen-
tado por los ratones hipersecretores de hCG podria explicarse por la pre-
sencia de Obesidad e insulinorresistencia. Similar situacion se observa en la
dislipidemia de la DMT 2. La hiperinsulinemia predispone a un incremento
de los acidos grasos libres, que provoca un aumento en la produccion de
triglicéridos, disminucion de HDL-C y aumento en la produccion de factores
inflamatorios en el adipocito, directamente involucrados en la formacion de la
placa de ateroma (Reaven 2006).
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La accion de la LH/hCG sobre el metabolismo de los hidratos de car-
bono y de los lipidos es aun desconocida. Los resultados obtenidos indi-
can que los ratones hembra hipersecretores de hCG presentan hiperinsu-
linemia, insulinorresistencia evidenciada por la intolerancia a la glucosa,
alteracion en la insulinemia tras estimulo con glucosa, disminucién de la
respuesta a la insulina y alteracion en los indices de insulinorresistencia,
HOMA-IR y QUICKI. Estos resultados sugieren que la insulinorresistencia
seria atribuible a la hiperestimulacion de la esteroidogénesis gonadal por
parte de la hCGy a la obesidad visceral que presentan estos ratones. No se
puede descartar la participacién de la hiperprolactinemia en estos cambios,
dado que existen datos clinicos que sugieren que la prolactina elevada tiene
efectos diabetogénicos y se asocia con frecuencia con hiperinsulinemia e
insulinorresistencia (Ben-Jonathan y col., 2008). Ademas, resta por deter-
minar cual es la implicancia de un efecto directo de la hCG sobre el meta-
bolismo glucidico, en particular la respuesta del pancreas a un estimulo
postprandial.

Los trastornos en los glucidos y los lipidos encontrados en el modelo
hCG+ son manifestaciones del Sindrome Metabdlico y con frecuencia se
diagnostican en pacientes con estados hiperandrogénicos. Estas patologias
han adquirido importancia debido a su elevada incidencia, sus complicacio-
nes y la carga que sus costos implican para la sociedad. La comprension de
su etiopatogenia desde el ambito de la investigacion basica nos permitira
orientar los estudios que sean necesarios para su aplicacion clinica en el
diagndstico y tratamiento precoz.

ABSTRACT

Metabolic syndrome is a growing epidemic; it increases the risk for dia-
betes, cardiovascular disease, fatty liver and several cancers. Women with
hyperandrogenic conditions present with central obesity in over 50% of cas-
es andinsulinresistance in 50-70%. Transgenic female mice overexpressing
the human chorionic gonadotropin B and a/B-subunit (hCGp+ and hCGaf+
mice), are obese, have constitutively elevated levels of hCG and increased
production of testosterone, progesterone and prolactin. The objective of this
study was to investigate possible alterations of the glucose and lipid metabo-
lismin adult hCGB+ and hCGaf+ females, and the influence of gonadal ste-
roids in this process. We evaluated fasting levels of serum of triglycerides,
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cholesterol, HDL-C, glucose and insulin levels in wild-type (WT) and trans-
genic females at 6 months of age. Glucose and insulin response tests were
also determined in these mice. Both adult hCGB+ and hCGaf+ females
showed increased body weight with accumulation of visceral adipose tissue,
accompanied by hyperinsulinemia (WT: 0.14+0.07; hCGB+: 0.8+0.2 ng/ml,
p<0.05and hCGaB+:2.4+0.5 ng/ml, p<0.001), glucose intolerance and insu-
lin resistance, as manifested by decreased response to insulin, increased
HOMA (homeostatic model assessment, for assessing beta cell function
and insulin resistance) and decreased QUICKI (quantitative insulin sensi-
tivity check index) ratios. We also showed that glucose intolerance started
at 3 months of age, whereas insulin resistance started at 6 months of age.
Lipid profile showed elevated triglyceride levels (WT: 134.9+11.7; hCGR+:
633.9+61.4 mg/dl and hCGaf+: 851.4+91.2 mg/dl, p<0.01), conserved cho-
lesterol and increased atherogenic indices (cholesterol/HDL-C and triglyc-
erides/HDL-C) in transgenic females. These results demonstrate that hCG
overexpression together with hyperandrogenism and obesity in adult female
mice are associated to hyperinsulinemia, insulin resistance and dyslipid-
emia. These findings provide essential information for further studies on the
involvement of gonadotropins and steroid hormones in metabolic disorders.
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INFLUENCIA DE LOS RECEPTORES DE LA ANAFILOTOXINA
C5A EN LA MODULACION DE CITOQUINAS EN LA
RESPUESTA INMUNE INDUCIDA POR CEPAS LOCALES DE
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS MULTIRRESISTENTES A
DROGAS.

Sabio y Garcia, Carmen Alejandra y Gonzalez, Alejandra.
Laboratorio de Inmunologia de Enfermedades Respiratorias. Instituto de Medicina
Experimental, IMEX CONICET- Academia Nacional de Medicina.

INTRODUCCION

Latuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa que aun hoy sigue sien-
do un problema de salud a nivel mundial, agravado por la apariciéon de cepas
multirresistente a las drogas de primera linea (cepas MDR). Segun el ultimo
informe de la Organizacion Mundial de la Salud, en el 2011 se reportaron casi
9 millones de nuevos casos de TB y 1.4 millones de muertes. La notificacion
de casos de TB para nuestro pais en el 2011 fue de 23,61/100.000 habitantes;
y entre 2003 y 2011 un promedio de 118 casos por afo fueron debido a cepas
MDR (Base de datos de MDR Servicio de Micobacterias INEI ANLIS Carlos G
Malbran). El avance en las técnicas de genotipificacion molecular han permitido
identificar a las cepas MDR M y Ra que produjeron brotes en Buenos Aires y
Rosario, respectivamente’, y que se encuentran hoy diseminadas en la comu-
nidad2. Mycobacterium tuberculosis (Mtb), su agente etioldgico, es un patégeno
intracelular que entra al organismo por via aérea y establece un nicho dentro
de los macréfagos alveolares donde es capaz de replicarse. La progresion de
la infeccion dependera en gran parte del encuentro inicial entre el patégeno y
la célula fagocitica: la activacion directa o indirecta de diversos receptores por
parte del Mtb lleva a interacciones particulares entre los mismos modulando la
participacion de vias especificas en la célula infectada. Estos receptores pue-
den primar a las células del sistema inmune para activarlas, inhibir o modificar
su activacion, o directamente permitir una entrada silenciosa de la bacteria a la
célula presentadora de antigeno (CPA), lo que determina el desarrollo de la res-
puesta inmune contra el patdégeno. Un control exitoso de la enfermedad requie-
re de la produccion de IL-12 y TNF-a por parte de los macrofagos, asi como de
la activacion de una respuesta adaptativa de tipo Th1 con produccion de IFNy e
induccion de células citotoxicas34. Estudios de nuestro grupo demostraron que

[329]



330 Anales 2010-2012

las cepas locales MDR My Ra inducen un perfil Th1/Th2/Th17 alterado y una
respuesta citotdxica deficiente. En particular, la cepa M es una pobre inductora
de IFNy y de respuesta citotoxica mediada por linfocitos T CD8*5 e induce una
mayor expansion de linfocitos T IL-17+ que otras cepas analizadas®.

Diversos trabajos muestran que Mtb activa al sistema de complemen-
to (C)7-10. El C no so6lo es uno de los componentes mas importantes de la
inmunidad innata, sino que recientemente se demostrd que regula la expre-
sion de citoquinas por células del sistema inmune y funciones efectoras en
monocitos (Mo). Asi, ademas de su conocida funcion efectora innata sobre
patdégenos (como opsonizacion y lisis), una creciente bibliografia propone al
C, y particularmente a la anafilotoxina C5a, como un puente entre la respues-
ta inmune innata y la adaptativa'!-13. C5a cumple sus funciones a través de
2 receptores: C5aR y C5L2. Si bien ambos son receptores de 7 pasos trans-
membrana y se expresan mayormente en las CPA, C5aR esta asociado a
proteina G, mientras C5L2 no lo esta y su funcién es menos conocida. Varios
trabajos han demostrado los efectos de estos receptores en la modulacion de
citoquinas tanto de células monociticas como de linfocitos.

Teniendo en cuenta que las cepas locales MDR My Ra, inducen perfiles
de citoquinas particulares, nos propusimos evaluar la influencia de los recep-
tores de la anafilotoxina C5a en la modulacion de dichos perfiles. Nuestra
hipétesis de trabajo es que los productos de activacion del C actuando a
través de sus receptores en los Mo, en particular los receptores de la anafilo-
toxina Cba, C5aR y C5L2, modulan otras vias de activacion, conduciendo a
una respuesta inmune diferencial para cada aislado clinico.

MATERIALES Y METODOS

Cepas de Mycobacterium tuberculosis (Mtb): Las cepas MDR M y
Ra, provenientes de aislados clinicos fueron cedidas por el Servicio de Myco-
bacterias del instituto Malbran y la cepa de referencia H37Rv se obtuvo a tra-
vés de la Universidad de Colorado (John Belisle). Las cepas fueron crecidas
en caldo de cultivo Middle-brook 7H9 hasta la fase de crecimiento logaritmico
y luego inactivadas por irradiacion y resuspendidas en solucion fisiologica a
una concentracion de 1x108 bacteria/ml.

Dadores: Se utilizd sangre de pacientes con tuberculosis pulmonar acti-
va (TB) provenientes del servicio de Neumonologia del Hospital A. Posadas,
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previa autorizacion de los mismos via consentimiento informado tanto para
la extraccion de sangre como para participar en el estudio de investigacion,
sugerido por el Comité de Etica. Se excluyeron los pacientes con serolo-
gia positiva para HIV y con otras enfermedades infecciosas. Como controles
sanos (DS) se utilizaron buffy coats del servicio de Hematologia del Hospital
Fernandez o sangre venosa de voluntarios. Los dadores sanos PPD* (PPD)
fueron reclutados utilizando la técnica de tuberculina, estableciéndose una
induracion = 10mm como punto de corte.

Coleccion de suero y medicion de C5a: Se extrajo 15 ml de sangre
venosa a dadores sanos (DS) y pacientes con TB. La sangre se dejoé 30-60
minutos a 37°C, se alicuoto y se guardo a -70°C hasta su uso. La medicion de
Cba se realizo por la técnica de ELISA utilizando un kit comercial, siguiendo
las especificaciones del fabricante.

Separacion de células mononucleares: Se extrajo 50 ml de san-
gre con heparina y se aislaron células mononucleares de sangre periférica
(CMSP) por centrifugacién en gradiente de Ficoll-Hypaque. Las células se
recolectaron de la interfase y se suspendieron en medio de cultivo RPMI
1640 conteniendo antibioticos y suero fetal bovino inactivado por calor (SFB)
o suero autélogo, segun el experimento.

Aislamiento y cultivo de monocitos-macroéfagos (Mo-M@): Se adhi-
rieron CMSP en placa de 24 pozos durante 2 hs a 37° C y se retiraron las
células no adherentes. Los Mo se cultivaron durante 18hs, 48 hs o 6 dias en
presencia de las distintas cepas de Mtb en una relaciéon 1:2 en medio comple-
to (RPMI, SFB 10%, antibidtico 1ul/ml).

Co-cultivo de monocitos-linfocitos para el estudio de la expre-
sion de citoquinas: Se aislaron Mo segun lo descripto anteriormente. Las
células no adherentes se reservaron en medio completo durante 18 hs a
4°C. Se bloquearon los receptores de C5a en los Mo adheridos cultivando
las células con los respectivos anticuerpos bloqueantes por una hora. Pos-
teriormente se pulsaron las células con las distintas cepas de Mtb en una
relacion 1:2 por 18hs. Al dia siguiente se agregaron los linfocitos autélogos
y se cultivaron por 5 dias mas en medio completo (RPMI, suero autélogo
20%, antibidtico 1ul/ml).
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Determinacion de receptores de superficie y citoquinas (CK): Se
determiné la expresion en Mo de los receptores C5L2 y C5aR emplean-
do anticuerpos monoclonales conjugados con un fluorocromo. Para medir
expresion intracitoplasmatica de citoquinas (CK), 6 hrs antes de finalizar el
cultivo se trataron a las células con Brefeldina A para impedir la secrecion de
las mismas, luego se realizé una técnica de doble tincién, con fijacion de las
célulasy posterior permeabilizaciéon de la membrana. Se recolectaron 20,000
eventos empleando un citémetro de flujo FACScan y se emplearon controles
de isotipo irrelevantes conjugados con el fluorocromo correspondiente para
determinar auto-fluorescencia y marcacion inespecifica.

Estadistica: Para comparar la respuesta a distintas tratamientos se uti-
lizo la prueba no paramétrica de Friedman seguida de la prueba de Wilcoxon
o Mann Whitney segun se tratara de datos pareados o no pareados, respec-
tivamente. Se adoptd el nivel de significacia de p< 0.05.

RESULTADOS

En primer lugar, comparamos los niveles ex vivo de C5a y de sus
receptores, C5aR y C5L2, entre pacientes con tuberculosis activa (TB)
y dadores sanos (DS). La determinacion de los niveles de C5a se realizd
por ELISA de los sueros de sangre venosa de TB y DS. Los niveles de
expresion de C5aR y C5L2 fueron determinados a partir de Mo de células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) recientemente purificadas.
Las CMSP fueron marcadas con anticuerpos especificos y analizadas por
citometria de flujo.

Como se observa en la Figura 1.A, las concentraciones séricas de
Cb5a no difieren entre TB y DS. Por el contrario, el nivel de los receptores
difiere entre ambos grupos. En particular, observamos una disminucién
en la intensidad media de fluorescencia del receptor C5L2 en pacientes,
mientras que los niveles de C5aR son similares (Figura 1.B). Cabe desta-
car que analizamos estos receptores en linfocitos a Ohs no encontrando
su expresion.
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Figura 1. Expresion ex vivo de la anafilotoxina C5a y de sus receptores C5aR y
C5L2. a) Los niveles séricos de C5a fueron medidos por la técnica de ELISA; N DS=21
TB=25.b) La intensidad media de fluoresencia (imf) de los receptores C5aR y C5L2 fue-
ron determinados en células CD14+ de CMSP por citometria de flujo; N DS=36; TB=26.
Estadistica: los datos fueron expresados como medianas y percentilos 25-75. Se utilizd
el test estadistico no paramétrico de Friedman seguido por el tes de Wilcoxon; * p<0.05.

A continuacion se analizo6 si las distintas cepas en estudio modulaban la
expresion de los receptores C5aR y C5L2 en Mo en diferenciacion a macroé-
fagos (CD14+). Para ello cultivamos Mo obtenidos por adhesion en placa a
partir de CMSP en presencia de las cepas de Mtb M, Ra y H37Rv y determi-
namos la expresion a 18hs, 48hs y 6 dias de cultivo.

Como se muestra en la Figura 2, ambos receptores, C5aR y C5L2, dis-
minuyen su expresion en células CD14+ a las 48hs independientemente de
la presencia de Mtb. De 48hs a 6 dias, se observa una disminucion significa-
tiva del porcentaje de CD14+ que expresan C5aR en presencia de las cepas
H37Rv y Ra. Ademas H37Ryv, induce en todos los tiempos analizados una
disminucién de las células CD14+C5aR*, mientras que M y Ra, solo disminu-
yen este porcentaje al sexto dia. La expresion de C5L2 en el dia 6 aumenta
respecto a las 48hs, en el control y en las células cultivadas en presencia de
Ra. Para cada tiempo analizado la expresiéon de C5L2 varia respecto del con-
trol, segun la cepa con la que se estimularon los Mo. Por lo tanto, concluimos
que la expresion de los receptores de la anafilotoxina C5a, C5aR y C5L2,
en Mo en diferenciacion a macréfagos es regulada diferencialmente por las
distintas cepas de Mtb analizadas.

Como se mencion6 anteriormente, las cepas MDR locales Ra y M,
inducen perfiles de citoquinas alterados, comparados con el de la cepa de
referencia H37Rv. En particular, la cepa M es un pobre inductora de IFNy
y tiende a inducir una mayor expresién de IL-4 que las cepas Ra y H37Rv
en linfocitos T CD4+, lo que sugiere que esta cepa activa una respuesta
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Figura 2. Expresion temporal de los receptores de C5a en monocitos estimula-
dos con diferentes cepas de Mtb. Se midio la expresién de C5aR y C5L2 en células
CD14* estimuladas o no con las cepas H37Rv, My Ra a las 18hs, 48hs y 6 dias. N=10.
Estadistica: los datos fueron expresados como medianas y percentilos 25-75. Se uti-
lizo el test estadistico no paramétrico de Friedman seguido por el test de Wilcoxon; la
significancia estadistica se establecié en p<0.05: #, todas las cepas 18hs vs 48 hs 0 6
dias; &, 48hs vs 6 dias; *, cepa vs control; a, H37Rv vs M o Ra.

inmune del tipo Th2. A raiz de esta observacion, nos propusimos estudiar
el efecto del bloqueo de los receptores C5aR y C5L2 sobre la produccién
de citoquinas inducida por las cepas. Brevemente, se bloquearon los recep-
tores C5aR o C5L2 con anticuerpos especificos y se estimularon con las
cepas M, Ray H37Rv; pasadas 18hs de cultivo se incorporaron los linfocitos
autdlogos y se dejaron en cultivo por 5 dias mas, para permitir la expresién
de citoquinas. Se midio la expresion de citoquinas intracitoplasmaticas por
citometria de flujo en dadores sanos PPD+ (PPD) y en pacientes con tuber-
culosis activa (TB).
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Figura 3. Efecto del bloqueo de los receptores de C5a en la produccion de cito-
quinas por células T CD4*. Los receptores C5aR y C5L2 de monocitos fueron blo-
queados o no con anticuerpos especificos antes de ser estimulados con las cepas de
Mtb H37Rv, M o Ra. Luego de 18hs de co-cultivo, se agregaron los linfocitos autélogos
y se continuo el cultivo por 5 dias mas. Se midio la expresién intracelular de IFN-y, IL-4
e IL-17 en linfocitos T CD4* de dadores sanos PPD+ y en pacientes con tuberculosis
activa, TB. N: PPD=10 TB=20. Estadistica: los datos fueron expresados como media-
nas y percentiles 25-75; se utilizé el test no paramétrico de Friedman seguido por el
test de Wilcoxon; la significancia estadistica se fijo en p<0.05. * control vs cepas; &
bloqueo de C5aR o C5L2 vs sin bloquear; # bloqueo de C5aR vs bloqueo de C5L2.
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En primer lugar, y en concordancia con datos previos de nuestro labo-
ratorio, se observa que las cepas H37Rv y Ra inducen la expresién de IFNy
en linfocitos T CD4+, contrariamente, la cepa M no estimula su expresion.
Sin embargo, cuando se bloquea el receptor de C5aR en Mo, se observa
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un aumento significativo en la expresion de dicha citoquina en las células
T CD4+ tanto en dadores PPD como en TB. Por otro lado, solo en el gru-
po PPD observamos una disminucién en la expresion de IFNy en presencia
del anticuerpo bloqueante para C5L2, respecto al bloqueo con C5aR. En
concordancia con este resultado, se observa que el bloqueo de C5aR inhi-
be la expresion de IL-4 en presencia de la cepa M, aunque esto Ultimo sélo
se observo en CMSP provenientes de PPD. Llamativamente, el bloqueo de
ambos receptores induce un aumento espontaneo de IL-4 en ausencia de
estimulo en el mismo grupo. En el grupo de TB no se observa ningun efecto
de los bloqueos sobre la produccion de esta citoquina. Por ultimo, analizamos
el efecto sobre la expresion de IL-17 y observamos que en el grupo TB, el blo-
queo de C5aR promueve un aumento en la expresion de esta citoquina indu-
cida por H37Rv. Concluimos que ambos receptores, C5aR y C5L2, modulan
la expresion de las citoquinas analizadas en linfocitos T CD4+, siendo esta
modulacién dependiente de la cepa y del dador.

DISCUSION

Si bien el sistema de complemento fue considerado, por mucho tiem-
po, fundamentalmente como uno de los componentes mas importantes en la
inmunidad innata, una creciente bibliografia demuestra que participa ademas
en la modulacién de la respuesta adaptativa adjudicandosele un rol relevante
a la anafilotoxina C5a, a través de sus receptores C5aR y C5L2. En este tra-
bajo demostramos que dichos receptores participan en la modulacion de la
respuesta inmune adaptativa inducida por distintas cepas de Mtb y que dicha
modulacién es dependiente de la cepa y del dador.

En primer lugar observamos que los pacientes con tuberculosis activa
tienen una mayor expresion de C5L2 en monocitos CD14+ de sangre peri-
férica. No encontramos diferencias entre pacientes y dadores sanos en los
niveles sistémicos de C5a, sin embargo no podemos descartar que exis-
tan diferencias en el sitio de infeccion; en este sentido existen estudios que
muestran que los niveles de distintos productos de activacién del comple-
mento estan elevados en derrames pleurales tuberculosos”.®. Por otro lado,
observamos que la expresion in vitro de ambos receptores en monocitos
CD14+* es modulada por las cepas, y que cada una los modula de manera
diferente. Por ultimo, encontramos que el bloqueo previo de C5aR y C5L2
en monocitos estimulados con las distintas cepas de Mtb altera el perfil de
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citoquinas inducido por las mismas y que este efecto depende de la cepa y
el dador. Particularmente relevante resulté que el bloqueo de C5aR revierte
la baja induccién de IFNy observada al estimular con la cepa M, reportada
por nuestro grupo, tanto en pacientes como en dadores sanosS. En el mismo
sentido, el bloqueo de C5aR en monocitos estimulados con la cepa M tam-
bién disminuye la produccion de IL-4 inducido por la misma cepas. Es decir,
que el bloqueo de C5aR modifica el perfil de activacion de Th2 inducido por la
cepa M a un perfil Th1, lo que indica que este receptor juega un rol importante
en la modulaciéon de citoquinas en la respuesta inmune contra la cepa M.
Queda por dilucidar el mecanismo por el cual el bloqueo de este receptor en
monocitos incide sobre la activacion de los linfocitos T. En este sentido, se ha
demostrado que células dendriticas de ratones knock out para C5aR tienen
disminuida la capacidad de produccion de IL-12 e inducen la diferenciacién
de células T a Th17 o Treg, pero no a Th1'4. EI mismo grupo observé el efecto
contrario en macréfagos peritoneales donde la activacion del receptor C5aR
inhibe la produccion de IL-1215. En humanos, el agregado de C5a disminuye
la produccién de IL-12 por los monocitos'. Respecto a C5L2, la bibliografia
es mas escasa y controversial adjudicandole en algunos casos un rol como
modulador de la respuesta Th217, o por el contrario, como receptor decoy'8.
Si bien con este disefio experimental no hemos encontrado, en general, en
los grupos analizados un efecto claro debido al bloqueo del receptor C5L2,
algunas tendencias indicarian que este receptor podria tener un efecto modu-
latorio contrapuesto al de C5aR en el caso de la expresion de IFNy e IL-4,
lo cual estaria en concordancia con parte de la bibliografia. En particular,
se observa que en TB mientras el bloqueo de C5aR lleva a un aumento en
la produccion de IFNy inducido por la cepa M, el bloqueo de C5L2 tiende a
disminuir la expresion de dicha citoquina, comparando con el grupo control
sin bloquear. En los linfocitos T CD4+ de PPD co-cultivados con monocitos
inducidos con la cepa H37Rv hay una diferencia significativa en la expresion
de IFNy entre el grupo bloqueado para C5aR vs C5L2, mientras que para IL-4
la diferencia del efecto entre ambos receptores se ve en la induccién con la
cepa M.

Hasta el momento, hemos observado un efecto del bloqueo de C5aR y,
en menor medida, de C5L2 en la modulacién de la respuesta inmune adapta-
tiva hacia distintas cepas de Mtb en células T CD4+. En el futuro nos propone-
mos estudiar el impacto directo de estos receptores sobre los monocitos y su
posible influencia en la respuesta observada en linfocitos.
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ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is an infectious disease, caused by Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), which represents a major world health problem, aggra-
vated by the appearance of multidrug resistance strains (MDR). In Argentina,
the notification of new cases in 2011 was of 23.61/100000 inhabitants; and
an average of 118 of the cases reported between 2003 and 2011 were due
to MDR strains. Outbreak MDR local strains M and Ra are nowadays spread
in the community and induce a particular adaptive immune response with an
imbalance between Th1/Th2 profiles, which differs from the elicited by the
laboratory strain H37Rv. We have previously shown that strain M is a poor
inducer of IFN-g, an essential Th1 cytokine for the control of infection, which
might explain, at least in part, its epidemiological success. IFNy has a critical
role as an enhancer of macrophage bactericidal functions. Upon infection,
Mtb first encounter with macrophages, and their surface receptors are impor-
tant in shaping host adaptive immune response. Furthermore, Mtb activates
complement system cascade. Growing evidence confer complement system,
and particularly anaphylatoxin C5a complement receptors C5aR and C5L2, a
relevant role in modulating host immune response profile in different experi-
mental models.

The aim of this work is studying the role of complement system in the
CD4+ T cell cytokine profile induced by the local Mtb strains M and Ra, and
the laboratory strain H37Rv.

We analyzed the effect of C5a on Mtb-induced cytokine expression using
blocking antibodies against both of its receptors. Herein, we found that C5a
receptors participate in the modulation of CD4+ T cells, in a donor (healthy
subject or tuberculosis patient) and Mtb strain (M, Ra or H37Rv)-dependent
fashion. Particularly relevant was that C5aR blockade augmented IFNy and
lowered IL-4 expression induced by strain M, reprogramming the immune
response towards a Th1 profile.
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RESUMEN

El tejido adiposo periprostatico (TAPP) cubre la glandula prostatica.
El tejido adiposo contiene células stem (CAS) multipotentes que pueden
contribuir al desarrollo del cancer. Se ha sugerido que las CAS locales
reclutadas por las células tumorales podrian integrar el estroma vascular
y fibrovascular en el tumor inicial. Previamente demostramos que molé-
culas secretadas por el TAPP podrian estar modulando la progresion de
la enfermedad desde estadios tempranos del cancer de prostata (CaP).
Objetivo: estudiar la interaccion entre células de CaP (LNCaP y PC3)y las
CAS provenientes del TAPP. Métodos: aislamos CAS de TAPP proveniente
de pacientes con CaP (CAS-T) y con hiperplasia benigna de prostata (CAS-
B); las caracterizamos (citometria de flujo) y estudiamos multipotencialidad
(diferenciacion), perfil proteolitico (zimografia) y capacidad de migracion
(transwells) hacia LNCaP y PC3. Resultados: Las CAS fueron CD44,CD90
y CD105 positivas; CD34 positiva/baja y CD31 y CD45 negativas. La mar-
cacion fue menor para CAS-T vs CAS-B, significativa para CD90 y al limite
de la significancia para CD44. Ademas, las CAS mostraron actividad de
MMP-2. Las CAS-B se diferenciaron a los linajes adipogénico y osteogéni-
co, mientras que solo el 33% de los cultivos de CAS-T lo hicieron. Encontra-
mos que las CAS-B migran mas que las CAS-T hacia las células tumorales
prostaticas y fue mayor hacia células PC3 que a LNCaP. Conclusiones: las
PC3 estarian liberando factores quimiotacticos para atraer a las CAS. En
el TAPP las CAS de pacientes con CaP o una sub-poblacion de las mismas
pudieron migrado hacia la glandula prostatica, por ser tejidos contiguos, lo
cual podria ser posible dado que las CAS mostraron actividad de MMP. Esto
se vio reflejado ademas por la disminucion en el % de los marcadores de
superficie CD y la disminucién o pérdida de la capacidad de diferenciacién

[340]
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respecto a las CAS-B, indicio de que la interaccion tumor-estroma estaria
mas comprometida en dichos pacientes.

ABSTRACT

Periprostatic adipose tissue (TAPP) covers the prostate gland. Adipose
tissue contains multipotent stem cells (CAS) that can contribute to cancer
development. Local CAS recruited by tumor cells may integrate the initial
tumor fibrovascular network. Previously, we showed that PPAT derived factors
could, in the early stages of prostate cancer (CaP), modulate disease progres-
sion. Objective: To study the interaction between PCa cells (LNCaP and PC3)
and CAS from TAPP. Methods: CAS were isolated from TAPP of patients with
CaP (CAS-T) and of benign prostatic hyperplasia (CAS -B). Characterization
(flow cytometry), multipotenciality (differentiation), proteolytic profile (zymog-
raphy) were conducted. Migration capacity (transwells) to LNCaP and PC3
was studied. Results: CAS were CD44+CD90+CD105+CD31+/lowCD34-
CDA45-. Expression was lower for CAS-T vs CAS-B, significantto CD90 and in
the limit of significance for CD44. Furthermore, CAS showed MMP-2 activity.
CAS -B could differentiate to osteogenic and adipogenic lineages, whereas
only 33 % of CAS -T cultures did. We found that CAS -B migrate more than
CAS -T towards prostate cancer cells, and was greater to PC3 cells than to
LNCaP. Conclusions: PC3 could be releasing chemotactic factors to attract
CAS. The decrease in the expression of CD markers, the reduction or loss of
differentiation potential and decreased migration of CAS-T vs CAS-B shows
that these cells may have left the adipose depot. TAPP isolated from patients
with CAP CAS could migrate through the tissue towards the prostate gland,
because they are adjacent tissues and also by the fact that CAS showed MMP
activity. This results in a more committed tumor-stroma interaction which ben-
efiting tumor growth in these patients.



ROL DE LOS IODOLIPIDOS COMO REGULADORES DEL
CRECIMIENTO NORMAL Y PATOLOGICO DE LA GLANDULA
TIROIDES

Lisa Thomasz
Comisién Nacional de Energia Atomica

INTRODUCCION

El iodo es un componente clave en la fisiologia tiroidea. El exceso de
iodo generalmente provoca una disminucién de la actividad metabdlica foli-
cular estimulada por TSH. Los efectos autorregulatorios incluyen entre otros
al mecanismo de transporte y organificacion del iodo, la sintesis y secrecion
de hormonas tiroideas, y la proliferacion celular. Estudios nuestros y de otros
laboratorios (Chazenbalk et al, Boeynaems et al., 1980) demostraron que para
que el iodo ejerza su accién autorregulatoria debe ser incorporado a molécu-
las organicas. Los numerosos parametros tiroideos que son inhibidos por el
exceso de iodo, son liberados de esta inhibicién si se incuba in vitro o admi-
nistra in vivo, simultdneamente con el exceso de iodo, drogas que bloquean
la accion de la peroxidasa tiroidea, como el metilmercaptoimidazol (MMI) o
el propiltiouracilo (PTU). La naturaleza de este iodocompuesto aun no esta
totalmente dilucidada, pero se han postulado a los iodolipidos: 6-iodo-delta
lactona (IL-0) (Pisarev et al., 1992) y el 2-iodohexadecanal (2-IHDA) (Pannells
etal., 1992 , ,) como mediadores del proceso autorregulatorio.

La sintesis de iodolipidos ocurre también en la glandula mamaria y
podrian tener un rol en la regulacién del crecimiento (Arroyo-Helguera et al.,
2006). Nufez-Anita mostraron el efecto antiproliferativo y pro-apoptético de
la IL-8 en una linea de cancer de mama (MCF-7) y demostraron que la via de
PPAR-y esta involucrada en éste proceso.

La IL-& inhibe la proliferacién celular en diferentes tipos celulares de
distinto origen como en la linea de neuroblastoma (SH-SYSY) y en la linea
de cancer de mama (MCF-7) (Rosner et al., 2010). Y recientemente hemos
demostrado que la IL-8 inhibe la proliferacion celular en las lineas HT-29 (can-
cer de colon), WRO (cancer folicular de tiroides) y NPA (melanoma). Cabe
aclarar que la mama organifica iodo (Freinkel & Ingbar, 1956) y sintetiza iodo-
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lipidos (Arroyo-Helguera et al., 2006). En este caso las lineas HT-29 y NPA
corresponden a tejidos de cancer de célon y cancer de piel respectivamente,
que no organifican iodo. Hemos demostrado también, que la IL-3 induce la
muerte por apoptosis, y estos eventos estan relacionados con un aumento en
los niveles de las especies reactivas de oxigeno (ROS).

En esta oportunidad, nos propusimos estudiar el efecto de IL-d sobre el
crecimiento de las células HT-29 en un modelo in vivo, asi como dilucidar los
mecanismos involucrados en este proceso.

MATERIALES Y METODOS:

Modelo animal

Ratones NIH-nude atimicos fueron implantados en la pata posterior
derecha con 1.000.000 células HT-29. Luego de una semana, los ratones
fueron inyectados diariamente con solucién salina o con 10 ug de IL- por
animal.

La evolucién de los animales se analizé mediante la medicién del volu-
men tumoral con un calibre para tal fin, aplicando la siguiente férmula:

(A2xB)/2

donde A es el diametro menor y B el diametro mayor del tumor.

La medicion de los tumores se realizé dos veces por semana durante
30 dias. Finalizados los tratamientos los animales fueron sacrificados y los
tumores fueron fijados en buffer formol al 10%, pH=7 para los posteriores
estudios histolégicos y otros se conservaron a -80 °C.

Electroforesis y transferencia de proteinas.

Para la siembra se utilizaron 40 ug de muestra en buffer de carga 2x
(glicerol 1,6 ml, B-mercaptoetanol 0,8 ml, Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8) 2 ml, SDS
10% 3,2 ml y azul de bromofenol punta de espatula) previo calentamiento a
100 °C durante 3 min. Las proteinas fueron separadas por SDS-PAGE 10%
(electroforesis en gel de poliacrilamida) en buffer de corrida (0,25 M Tris base,
1,92 M glicina, 1% SDS). Finalizada la transferencia las membranas se lava-
ron con buffer TBS-T (Tris 10 mM pH 8, NaCl 150 mM + 0,05% Tween 20) y
se bloquearon con TBS-T + 5% de compuesto bloqueante (Amersham) + 10%
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albumina bovina durante 1 h a temperatura ambiente, luego se enjuagaron
dos veces con TBS-T y se lavaron en dicho buffer tres veces durante 15, 5
y 5 min respectivamente. A continuacion se incubo con el primer anticuerpo
durante toda la noche a 4 °C. Los anticuerpos utilizados fueron: anti-PCNA
(Santa Cruz) en una dilucion 1:500, anti-P27 (Calbiochem) en una dilucion
1:500, anti actina (sigma) en una dilucion 1:1.000. Posteriormente se repitio
el esquema de enjuague y lavado anterior y se incubd con el segundo anti-
cuerpo (dilucién 1:3.000, Amersham) por una hora a temperatura ambiente.
Se utilizé el método de quimioluminiscencia (enhanced quimioluminiscence,
Amersham Biosciences) para visualizar las proteinas especificas. Los resul-
tados se expresan en unidades arbitrarias de densidad 6ptica, referidas en
unidades porcentuales respecto al control.

Cuantificacion de la muerte por apoptosis: Actividad de Caspasa-3.

Para cuantificar la actividad de caspasa-3 se utilizé el Colorimetric Cas-
pase-3 Assay Kit (Sigma CASP-3-C, Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo). La reac-
cion se basa en la hidrdlisis del sustrato peptidico Ac-DEVD-pNA por la
caspasa-3 resultando en la liberacién de pNA que se cuantifica espectrofo-
tométricamente a 405 nm. Las muestras se rompieron con 50 ul del buffer de
lisis adjunto en el kit durante 10 min en hielo. A continuacion la actividad de
de caspasa-3 fue cuantificada incubando las muestras con 10 pl del sustrato
peptidico Ac-DEVD-pNA durante 3 h a 37 °C.

Analisis de la morfologia Tumoral.

Para el analisis del area tumoral los cortes fueron tefiidos con HE y se
analizo la relacion entre area necrotica y area viable.

Serealizaron estudios morfolégicos de la vascular mediante la utilizacion
del marcador de vasos CD34 por inmunohistoquimica (IHQ). Para la técnica
inmunohistoquimica se utilizé el sistema del complejo biotina-estreptavidina-
peroxidasa (DAB KIT + kit, HRP, Cell Marke). Los cortes fueron hidratados y
la actividad de la peroxidasa enddgena bloqueada con el agregado de H,0,
0.5% (v/v). Se incubd con el anticuerpo anti CD31, dilucién 1:50 over night
a temperatura ambiente en camara humeda. Las imagenes de los tumores
fueron digitalizadas y analizadas mediante el programa Image J. En cada
imagen se analizé el niUmero de vasos por campo.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé el ANOVA haciendo las comparaciones con el test Student-
Newman-Keuls (para comparaciones multiples). Los resultados se expresan
como la media + el desvio estandar.

RESULTADOS

Crecimiento Tumoral

Como primer paso se realizé el andlisis del crecimiento tumoral. Obser-
vamos que el tratamiento con IL-6 produjo una disminucion de la velocidad
de crecimiento respecto a los animales que fueron inyectados con solucién
salina (figura 1).
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Figura 1: Analisis del volumen tumoral normalizado respecto al volumen inicial de
cada tumor. Los animales fueron inyectados diariamente con solucion salina o con 10
ug de IL-6 por animal durante 30 dias. Los datos se expresan como la media + ES.
*p<0,05, **p<0,01 versus control de tres experimentos independientes.

Proliferacion Celular

Para estudiar el efecto de la IL-8 sobre la proliferacién celular se analizé
la expresion de dos proteinas relacionadas con este evento: El antigeno de
proliferacion celular (PCNA) y P27/Kip1.
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En la figura 3 se muestran los resultados obtenidos luego de la adminis-
tracion diaria de IL-0 durante 18 dias. El tratamiento con IL-8 produjo una dis-
minucion significativa del 25 % en la expresion de PCNA y un aumento del 22
% de P27 luego de 18 dias de tratamiento respecto al grupo control (**p<0.01).
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Figura 3: Efecto de la IL sobre la expresion de PCNA y p27 luego de 18 dias de
tratamiento. Los valores obtenidos del analisis de las autorradiografias estan expre-
sados en unidades densitométricas arbitrarias. ** p< 0,01 IL- vs control. Los datos se
expresan como la media + ES de 3 experimentos independientes.

Analisis de la muerte por apoptosis

Se analizé la muerte celular programada cuantificando la actividad de
caspasa-3 luego de 18 de tratamiento con IL-8. Los resultados se encuen-
tran representados en la figura 2. Tras el agregado de IL-d encontramos un
aumento significativo en la actividad de caspasa-3 comparado con el grupo
control (**p<0,01).

Actividad de caspasa-3
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Figura 2: Actividad de caspasa-3 luego de 18 dias de tratamiento con IL-5. La activi-
dad de caspasa-3 se midié como pmol de pNA/min/ml. Los datos se expresan como la
media + ES de cuatro experimentos independientes (**p<0.01 versus control).
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Analisis de la morfologia Tumoral.

Del analisis de las tinciones con hematoxilina y eosina observamos que
el tratamiento con IL-0 durante 30 dias produjo una disminucién significativa
del area necrotica respecto al area viable (figura 4).
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Figura 4: Analisis del area tumoral. A) Se cuantificé la relacién entre area necrética y
area viable (an/av). B) Fotos representativas de las morfologias tumorales de ratones
control (a) y ratones tratados 30 dias con 118 (b). (**p<0.01 IL-d versus control luego
de 30 dias de tratamiento). Los tumores fueron fijados en buffer formol al 10% pH 7.0,
incluidos en parafina y las secciones fueron tefiidas con hematoxilina-eosina.

Por ultimo se analizo la densidad de microvasos (MVD) luego de 18y 30
dias de tratamiento con IL-8. Para visualizar los vasos se utiliz6 el anticuerpo
anti-CD 31. La medida de la MVD mostré una disminucion no significativa
luego del tratamiento con IL-8 durante 18 y 30 dias (figura 5).
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Figura 5: (@) Inmunohistoquimica para CD 31. Se cuantifico el nUmero de vasos por cam-
po de las areas viables luego de 18 y 30 dias de tratamiento. B) Fotos representativas de
la inmunohistoquimica a) control 18 dias, b) IL8 18 dias, c) control 30 dias, d) ILd 30 dias.
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DISCUSION:

Resultados previos de nuestro laboratorio mostraron que la IL- no sdlo
previene el desarrollo del bocio cuando se administra simultaneamente con
el bociogeno, sino que produce la involucién del bocio preformado en ratas
(Pisarev et al., 1988 y 1994). Ademas, como describimos previamente, la
IL-8 inhibe el crecimiento en lineas celulares de diferente origen (Rosner et
al, 2010), motivo por el cual se decidio analizar el efecto de la IL-5 sobre el
crecimiento tumoral in vivo, en ratones nude portadores de tumores.

El crecimiento tumoral se encontré disminuido para los animales que
recibieron el tratamiento con IL-8. Al estudiar los mecanismos involucrados
en la regulacion del crecimiento tumoral obtuvimos una disminucion en la
expresion del marcador de proliferacion celular PCNA y un aumento de P27.
El antigeno nuclear de proliferacion celular es un componente esencial de
la maquinaria de replicacioén celular, es una proteina requerida para las acti-
vidades de la ADN polimerasa &/¢ que aumenta su expresion durante la fase
S del ciclo celular. La inhibicion en la expresion de PCNA por parte de IL-0
podria deberse a que las células tratadas con IL-0 se encuentran quiescentes
0 senescentes.

Pero ademas se observo que la IL-6 induce la muerte por apoptosis refle-
jado por el aumento en la actividad de caspasa-3. Estos resultados estarian
mostrando que la IL-d ademas de inhibir la proliferacion celular, induce la
muerte por apoptosis.

El mecanismo a través del cual la IL-0 estaria inhibiendo el crecimiento
tumoral aun no ha sido dilucidado, motivo por el cual comenzamos a analizar
el efecto de la IL-0 sobre la angiogénesis. Observamos que la ILd disminuyd
la densidad de microvasos, pero dado que esta disminucién no fue significa-
tiva, nos proponemos continuar y profundizar los estudios acerca del efecto
de la IL-& sobre la angiogénesis.

De acuerdo a los resultados citados concluimos que la IL-0 es capaz de
disminuir la velocidad del crecimiento tumoral en la linea de cancer de colon
HT-29 en un modelo “in vivo” inhibiendo la proliferacién celular, a la vez que
induce la muerte por apoptosis. Estos resultados preliminares podrian suge-
rir la posibilidad de utilizar a la IL-6 en combinacién con otras drogas para el
tratamiento del cancer de colon.
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RESUMEN

Introduccioén: El iodo es utilizado por la glandula tiroides para sintetizar
hormonas tiroideas y lipidos iodados. De ellos se han identificado y caracte-
rizado dos: la 6-iodo-delta lactona (IL-0) y el 2-iodohexadecanal (2-IHDA)
que inhiben varios parametros tiroideos. Objetivo: estudiar el efecto de IL-8
sobre el crecimiento de las células HT-29 en un modelo in vivo, asi como
dilucidar los mecanismos involucrados en este proceso. Metodologia y
Resultados: Los estudios se realizaron en ratones NIH-nude los cuales
fueron implantados con 1.000.000 de células HT-29. Los ratones portadores
de tumores fueron inyectados diariamente con 10 ug de IL-6 durante 30 dias.
Observamos que el tratamiento con IL-0 produjo una disminucién significa-
tiva de la velocidad de crecimiento tumoral respecto al grupo control (p<
0.01). La IL-8 produjo una inhibicién en la expresion de PCNA del 25% (p<
0.01) y un aumento del 17 % en la expresion de p27kip1 (p<0.05), proteinas
involucradas en la proliferacion celular. Se analizé la muerte por apoptosis
mediante la cuantificacion de la actividad de caspasa-3. Tras el agregado
de IL-d encontramos un aumento de 3.5 veces en la actividad de caspasa-3
(p<0,01). Al estudiar la morfologia tumoral observamos que el tratamiento
con IL-8 durante 30 dias produjo una disminucion del area necrética respecto
al area viable (p<0,01) mientras que la densidad de microvasos (MVD) no
disminuy¢ significativamente. Conclusiones: la IL-d disminuye la velocidad
de crecimiento tumoral inhibiendo la proliferacion celular, a la vez que induce
la muerte por apoptosis.

SUMMARY

6 iodo delta lactone (IL-0) an iodinated arachidonic acid derivative, is one
of the iodolipids biosynthesized by the thyroid. Although IL-0 regulates several
thyroid parameters such as cell proliferation and goiter growth it was found
that this iodolipid inhibit the growth of other non thyroid cancer cell lines such
as HT-29 colon carcinoma cells. The aim of this study was to evaluate the anti-
neoplastic effect of IL-& and also study the cellular pathways involved in this
process. In the present study, we observed that IL-0 potently inhibited the in
vivo growth of HT-29 xenografts resulting in tumor regression. We found that
treatment with IL-8 caused a significant decrease of PCNA expression and
an increase in p27 expression. We also show evidences of the pro-apoptotic
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effect of IL-8. Then inmunohistochemestry for CD31 was performed to evalu-
ate microvessel density (MVD). The average of MVD did not differ between
treatments and there was no clear relationship between MVD measurement
and tumor regression. In summary our results demonstrate that IL-6 inhibited
the in vivo growth of HT-29 xenografts and induced apoptosis, and opens the
possibility that IL-8 could be a potential useful chemotherapy agent.
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ESTUDIO DE REGULADORES DEL CICLO CELULAR DURANTE
EL ESTABLECIMIENTO DE LA PRENEZ. SU REGULACION
POR RECEPTORES ESTEROIDEOS Y ERK1-2 ACTIVADA; Y SU
PARTICIPACION EN LA IMPLANTACION EMBRIONARIA Y EL
DESARROLLO DE LA DECIDUA EN RATAS.

Griselda Vallejo, Ana Cecilia Mestre-Citrinovitz, Patricia Saraguleta
Laboratorio de Regulacion Hormonal del Tracto Reproductivo Femenino,
Instituto de Biologia y Medicina Experimental

El endometrio experimenta etapas de proliferacion, diferenciacion y
remodelamiento de manera ciclica, preparandose para recibir al blastocisto.
Estos cambios estan gobernados por la progesterona y el estradiol, siendo la
primera esencial para la implantacion. Una de las reacciones estromales mas
importantes en roedores es el proceso de decidualizacién. La proliferacién
de las células estromales es seguida de su diferenciacion hacia células deci-
duales, y estos procesos fisioldgicos son gobernados por la progesterona y
el estradiol. Mientras que la proliferacion estromal previa a la implantacién
embrionaria aumenta en respuesta a progesterona, y se potencia con el estra-
diol (Revisado por Lee y De Mayo, 2004), la proliferacion estromal durante la
etapa de diferenciacion post-implantatoria depende exclusivamente de pro-
gesterona (Ogle, 1998). Si bien la proliferacidon estromal es fundamental en
el desarrollo de la decidua y la formacion de decidua es indispensable para
lograr una prefiez exitosa, los estudios sobre la proliferacion endometrial en
roedores se enfocaron principalmente en el epitelio. Se determind que la
expresion de las ciclinas D1, D3, Ay E y el aumento en la actividad de cdk4,
5y 6, estan asociados a la proliferacién epitelial dependiente de estradiol
(Altucci, 1997). La progesterona inhibe la proliferacion estradiol-dependiente
mediante la inactivacion del complejo ciclina E/cdk2, inhibicion de la expre-
sion de ciclina A, y la retencién de ciclina D1 en el citoplasma (Tong, 1999;
Chen, 2005). Los estudios relacionados con la proliferacion estromal post-
implantatoria revelaron que la expresion de ciclina D3 y cdk4 aumenta en las
células estromales en proliferacion en el sitio de implantacion, mientras que
su disminucion acompanada del aumento de cdkn1a/p21 coincide con el pro-
ceso de diferenciacion de estas células (Tan, 2002). El factor de transcripcion
Usf1 regula la expresion de reguladores del ciclo celular como p53, Cdk1 y
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Ciclina b1. Cdk1 es la subunidad quinasa del complejo Ciclina b1-Cdk1, cuya
activacion promueve la entrada a la fase mitética del ciclo celular (Lindquvist,
2007). La actividad y localizacion de CDK1 esta regulada por la fosforilacion
especifica de residuos treonina y tirosina, y la defosforilacion de los resi-
duos Thr14 y Tyr15 por CDC25 (Fisher, 2012). A su vez, CDC25 es activada
por fosforilacion via ERK1-2. Si bien la activacion de CDC25 por ERK1/2 se
describio in-vitro e in-vivo en oocitos de Xenopus y en la linea de cancer de
ovario A2780 (Wang, 2007), estos hallazgos sugieren una interrelacion entre
la sefalizacion de las quinasas ERK1/2 y CDK1 plausible en endometrio. Si
bien la utilizacion de modelos de ratones transgénicos evidencié que el pro-
ceso de decidualizacion es necesario para el establecimiento de la prefiez
y permitié identificar moléculas claves implicadas en este proceso, como el
receptor de progesterona A (Lydon, 1995), ciclooxigenasa 2 (Lim, 1997) y
el gen homeobox A10 (HOXA 10) (Satokata, 1995), existe escasa informa-
cion acerca de las cascadas de sefalizacion que dirigen el proceso decidual
mediado por el receptor de progesterona. Previamente reportamos que la
expresion del receptor de progesterona (RP), del receptor de estradiol (RE)
alpha y la activacion de Erk1-2 aumentan hacia el octavo dia de prefiez, y
que la activacion de Erk1-2 promueve la extension de la decidua (Vallejo,
2011). Este trabajo se centré en el estudio de reguladores del ciclo celular, en
particular el factor de transcripcion USF1 y sus genes blanco Cdk1 durante
la proliferation asociada a

los ultimos estadios del desarrollo de la decidua in-vivo, su regulacion
mediada por los receptores de progesterona y estradiol, y la activacion de
Erk1-2.

Analizamos la expresion proteica del factor de transcripcion USF1, de su
gen blanco CDK1 y del marcador de proliferacién PCNA en sitios de implanta-
cion de 8 dias de prefiez y en muestras de Utero de ratas no prefiadas in-vivo
mediante inmunoblot. La expresion del factor de transcripcion USF1 disminuyo
en sitios de implantacion de 8 dias post coito (dpc) respecto a muestras de
utero de ratas no prefiadas (-4+0.3 veces de cambio sobre uteros no pre-
fados, P<0.05). Contrariamente, la expresion de CDK1 aumentd en los sitios
de implantacién 8dpc (3.7£0.9 veces de cambio sobre uteros no prefiados,
P<0.01). La disminucién de USF1 y el aumento de CDK1 se correlacion6 con
un aumento significativo de PCNA en los sitios de 8 dias de prefiez respecto a
los Uteros no prefados (P<0.001). Dado que el factor de transcripcion USF1 y
su gen blanco CDK1 presentaron un comportamiento opuesto durante el esta-
blecimiento de la prefiez, extendimos nuestro analisis y estudiamos la expre-
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sion de éstas moléculas en el periodo periimplantatorio a los 2, 4, 6 y 8dpc.
La cinética de expresion de USF1 y CDK1 mostré que la expresion de USF1
fue maxima a los 2 dias post coito (dpc) (2dpc:0,36+0,05; 6dpc:0,09+0,01;
8dpc:0,09 unidades arbitrarias (UA)), mientras que CDK1 aument6 a los 6 y
8 dpc (2dpc:0,24+0,01; 6dpc:0,32+0,07; 8dpc:0,48 UA). El aumento de CDK1
concomitante con la disminucion de USF1 sugiere que, de existir alguna
relacion entre ellos, seria una consecuencia tardia de USF1 sobre la induc-
cién y acumulacion de CDK1. Analizamos el patrén de expresion de USF1,
CDK1 y PCNA en los sitios de implantacion 8 dpc. USF1 presentd un patrén
de expresion uniforme en la decidua antimesometrial (AM) y una localizacion
nuclear y citoplasmatica. Las células estromales indiferenciadas de la zona
de union entre las deciduas antimesometrial y mesometrial (M) y del estro-
ma adyacente al miometrio que bordea la decidua antimesometrial mostraron
una tincioén nuclear positiva y uniforme. Por el contrario, CDK1 present6 un
patron de expresion regionalizado. Determinamos tincion positiva nuclear en
la decidua mesometrial, y en las células estromales indiferenciadas de la zona
de union entre las deciduas AM-M. En las células estromales indiferenciadas
del estroma adyacente al miometrio que bordea la decidua antimesometrial
observamos que las células en contacto con la decidua poseian una fuerte
sefial nuclear positiva mientras que las células en contacto con el miometrio
eran negativas. Las células de la decidua antimesometrial presentaron sefial
positiva citoplasmatica y perinuclear. La fuerte tincion de las células estroma-
les indiferenciadas que bordean la decidua AM y de la zona de unién AM-M fue
semejante al patron observado para Erk1-2 fosforilada que reportamos pre-
viamente (Vallejo y col., 2011). Corroboramos que ERK1-2 activada y CDK1
poseian un patron de expresion similar realizando perfiles de la intensidad de la
sefial a lo largo del sitio de implantacion. La localizacion de PCNA fue nuclear a
lo largo de todo el sitio de implantacion. Analizamos la participacion del recep-
tor de progesterona (RP), del de estradiol (RE), y de la interaccion RP-RE en la
regulacion de USF1 y CDK1 asociada al marcador de proliferaciéon PCNA. Las
ratas prefiadas se inyectaron subcutaneamente los dias 6 y 7 pc con el antago-
nista del receptor de progesterona (onapristona), del receptor de estradiol (ICI
182780) o la combinatoria de ambos y se sacrificaron al 8vo. dia de prefiez. Los
experimentos de prefiez en presencia de los antagonistas muestran que la dis-
rupcion de la sefalizacion del RP, del RE o ambos redujo significativamente la
expresion de CDK1 en los sitios de implantacion de 8 dias de prefiez, asi como
la expresion del marcador de proliferacion PCNA, mientras que no modifico
la expresion de USF1. Estudiamos la modulacion del patrén de expresion de
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CDK1 mediada por la sefializacion dependiente del receptor de progesterona
y de estrégeno, asociada a la expresion del marcador de proliferacion PCNA.
Nuestro objetivo fue determinar a qué tipo celular esta asociada la expresion
de CDK1 remanente del bloqueo del RP y RE mediante inmunohistoquimica, y
si existia una sefalizacion diferencial asociada al RP o al RE dependiente del
tipo celular que componen el sitio de implantacion. El tratamiento con la anti-
progestina (ONA) redujo la sefial positiva para CDK1 localizada en las células
estromales en contacto con el borde de la decidua antimesometrial e inhibio la
sefial perinuclear presente en las células deciduales del antimesometrio. Por el
contrario, el tratamiento con el antiestrégeno (ICl) inhibi6 la tincion nuclear que
observabamos en las células estromales que rodean la decidua y no modificd
la sefial perinuclear presente en las células deciduales. Por otro lado, ambos
antagonistas disminuyeron la expresion de PCNA en todo el sitio de implanta-
cion, exceptuando en el borde de la decidua antimesometrial de las ratas trata-
das con onapristona, donde se observan zonas discretas de sefial positiva. En
presencia de ambos antagonistas se recupero parcialmente la sefial de CDK1
nucleary de PCNA en el borde de la decidua. Resultados preliminares de expe-
rimentos en curso sugieren que la administracion intrauterina del inhibidor de
ERK1-2 PD 98059 al 6to dia de prefiez disminuye los niveles de CDK1 presente
en los sitios de implantacion 8dpc.

Nuestros resultados demuestran por primera vez que la quinasa modu-
ladora del ciclo celular CDK1 se regula durante el periodo peri implantatorio y
que su expresion depende de la activacion de los receptores de progesterona
y de estradiol. Ademas sugieren una regulacion diferencial de CDK1 depen-
diente del tipo celular mediada por el RP y el RE en el estroma antimesome-
trial. Mostramos que existe una correlacion entre la cinética de expresion y
la localizacion de CDK1 y ERK1/2 activada, lo cual sugiere una interrelacion
entre la activacion de estas quinasas relevante en la proliferacion asociada a
la extension decidual. Tomados en conjunto, nuestros hallazgos sugieren la
participacion de CDK1 en la proliferacion asociada a los ultimos estadios del
desarrollo de la decidua.

ABSTRACT

The endometrium undergoes cyclic changes of proliferation, differ-
entiation and remodelling, preparing to receive the implanting bastocyst.
Endometrial stromal cells proliferate and subsequently differentiate into the
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decidual phenotype, both physiological processes governed by progester-
one and estradiol. Studies have mainly focused on the molecules mediat-
ing ovarian hormones regulated epithelial proliferation, while the molecular
players involved in the proliferation of the stromal compartment have been
less explored. Previously we reported that Erk activation is associated to
cell proliferation in antimesometrial and mesometrial decidual tissues in rat
implantation sites at 8 days of pregnancy, which also depends on ligand-free
PR and ER signalling. Here we show that the transcription factor USF1 and
CDK1, its cell cycle regulator target, are oppositely regulated during preg-
nancy. USF1 expression is increased in non-pregnant uterus samples, while
CDK1 is induced in 8dpc implantation sites concomitantly with the DNA mark-
er synthesis PCNA. Progesterone receptor (PR) and/or estrogen receptor
(ER) antagonist treatments did not modified USF1 protein levels but signifi-
cantly reduced CDK1 and PCNA expression in 8dpc implantation sites. USF1
showed a uniform expression pattern throughout the antimesometrial decid-
ua, while CDK1 revealed a regionalized expression pattern. CDK1 was cyto-
plasmic in the antimesometrial decidua, with positive perinuclear signal, while
the border of the decidua showed nuclear staining. This expression pattern
resembles the localization of pERK1-2 recently reported (Vallejo et al., 2011).
PCNA localization was nuclear throughout the whole implantation site. Anti-
progestin treatment reduced the positive CDK1 signal from the stromal cells
surrounding the antimesometrial decidua and blocked CDK1 expression on
antimesometrial decidual cells. Antiestrogen administration inhibited CDK1
expression at the border of the antimesometrial decidua and did not modify
CDK1 levels in the decidua itself. These findings suggest a cell-type specific
role of PR and ER signaling on CDK1 expression. Our results show that the in
vivo proliferation associated to the last stages of decidua development could
be a consequence of USF1 decrease and CDK1 increment in association with
ERK1-2 activation.
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CANCER DE ENDOMETRIO

El cancer de endometrio (CE) presenta alta incidencia y prevalencia a
nivel global (8,2% de la incidencia de cancer en mujeres en el mundo; 300.000
nuevos casos c/afno). En la mayoria de los casos, los tumores son carcinomas
y se subdividen en 1)tipo I/endometroide (bajo grado y estadio al momento de
la presentacion de la enfermedad; asociados a un buen prondstico cuando se
tratan con la terapia adecuada) y 2)tipo ll/no-endometroides (alto grado his-
toldgico y estadio al momento del diagndstico, prondstico pobre, probabilidad
de metastasis y recurrencia a pesar de intervenciones clinicas agresivas). El
CE tipo endometroide representa hasta el 80% de los diagnoésticos de CE y
algunos tipos (IA y IB; 1A en la clasificacion actual FIGO) son tratados con
histerectomia con/sin tratamiento adyuvante, y sobrevida a 5 afios de ~96 %.
Sin embargo, hasta el 30% de los casos son diagnosticados en etapas avan-
zadas de la enfermedad, cuando las células tumorales invaden el miometrio
(tipo IC, tipo 1B nueva clasificacion) y/o nodulos linfaticos. Estos casos pre-
sentan un pronostico pobre, se observa un aumento en la tasa de recurrencia
post-quirurgica y disminucion en la sobrevida a 5 afos.

Actualmente, la determinacion de CE se hace por examinacion de biop-
sia endometrial seguido de evaluacion histolégica por un patélogo especia-
lista. Esta estrategia estandar presenta limitaciones y desventajas dado que
es un procedimiento invasivo (hay que acceder al érgano para su evaluacion),
subjetivo (depende enteramente del criterio del anatomo patélogo) y poco
sensible (requiere la presencia de una masa tumoral para ser detectado). La
histeroscopia puede contribuir en determinados casos de CE a esclarecer
el diagnostico, pero no da informacion sobre cambios moleculares del proce-
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so cancerigeno. Es por ello que existe la necesidad de desarrollar métodos
de diagnostico precoz de esta enfermedad de alta sensibilidad/especificidad,
para la eleccion de la estrategia de tratamiento adecuado y para la calidad
de vida y supervivencia de las pacientes. A pesar de la caracterizacién de
algunos eventos asociados al CE, las bases moleculares de esta patologia,
en gran parte, son aun desconocidas.

Adhesioén celular y Cadherina epitelial

La adhesién celular desempefa es clave en el mantenimiento de la
homeostasis tisular y se altera en la progresion tumoral; ocurren cambios en
los niveles de expresion de moléculas de adhesién, que favorece la adquisi-
cion de capacidades migratorias/invasivas por parte de las células tumorales,
la diseminacion local y a distancia. Este proceso recibe el nombre de Tran-
sicion Epitelio-Mesenquimal (TEM), tiene lugar en el desarrollo embrionario
y ha sido descripto en procesos patoldgicos. Se caracteriza por la pérdida
de polaridad celular, desestabilizacion de la adhesion célula-célula, expre-
sion de marcadores mesenquimales y adquisicion de capacidades celula-
res migratorias e invasivas. En este contexto, cobra especial importancia la
molécula de adhesion Cadherina Epitelial (CadE), responsable del esta-
blecimiento y mantenimiento de las uniones adherentes principalmente entre
células epiteliales.

CadE es una proteina transmembrana de unico paso, principalmente
expresada en las células epiteliales, que media la union intercelular de mane-
ra homofilica dependiente de Ca2+, formando parte de las uniones adheren-
tes. CadE ha sido involucrada en numerosos procesos, destacandose su rol
en el desarrollo embrionario, la morfogénesis y mantenimiento de la polari-
dad apico-basal en los tejidos, preservando la supervivencia del epitelio y
controlando su proliferacion.

CadE humana esta codificada por el gen CDH1 en el cromosoma
16922.1, y esta formado por 16 exones y 15 intrones (~100 kb). El gen se
transcribe como un unico ARN mensajero (ARNm) funcional y codifica para
una proteina formada por 1 dominio extracelular (con 5 dominios cadherinas
en tandem), 1 dominio transmembrana y 1 dominio intracelular. EI dominio
extracelular participa en las uniones intercelulares y el citoplasmatico esta
involucrado en la transduccion de sefiales y tiene un sitio de unién con la
-catenina que conecta a CadE con el citoesqueleto de actina.

CadE es un SUPRESOR TUMORAL dado que las alteraciones en
su expresion/funciones se asocian de manera inversa a la agresividad del
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tumor. La disminucion/ausencia de CadE ha sido documentada en numero-
sos tumores y ha sido asociada a 1)mutaciones en CDH1, 2)pérdida de un
alelo del gen, 3)represion transcripcional y 4)modificaciones post-transduc-
cionales de la proteina.

Alteraciones en CadE se asocian a cambios en la expresidn/localizacion
de B-catenina y en la expresidn génica con activacién de mecanismos de
proliferacion celular y adquisicion de motilidad/invasion celular. Se pierden
marcadores epiteliales (gj. citoqueratinas) y se expresan marcadores mesen-
quimales (ej. Vimentina). Con la disminucion de CadE ademas se activa la
expresion de otras cadherinas como Cadherina neural (CadN) y Cadherina
placentaria (CadP), como parte de un proceso conocido como “switch”
de cadherinas y relacionado con la transicion de un fenotipo tumoral benig-
no hacia uno invasivo/maligno y metastasico. Se expresan factores de trans-
cripcion asociados a la represion de la expresion de CadE que facilitarian la
invasion y la metastasis promoviendo la afinidad de las células tumorales por
las células endoteliales y del estroma. En el afio 2002 se describié un nuevo
modulador negativo de CadE asociada a la TEM, denominado Disadherina;
su presencia fue asociada a los efectos fenotipicos asociados a adquisicion
de invasividad y metastasis.

Un fenémeno que ha cobrado gran relevancia en el cancer es el “spli-
cing” alternativo que da lugar a transcriptos codificantes de isoformas pro-
teicas con funciones antagonistas. El “splicing” alternativo se ha propuesto
como uno de los nuevos mecanismos de regulacion de la progresion tumoral.
Estudios recientes han confirmado que este fendmeno sucede durante la
TEM. Mas aun, la expresion de factores que regulan el “splicing” alternativo
se encuentra alterada durante la TEM. En afios recientes, se ha descripto
este fendmeno en el procesamiento del ARNm de CadE en células tumo-
rales, que lleva al ensamblaje de un transcripto que excluye el exén 11. Su
expresion en el CE aun no ha sido reportada.

Cadherina epitelial y Cancer de Endometrio

En el CE se ha reportado disminucion de la expresion de CadE (mayor-
mente por inmunohistoquimica), que se correlaciona con un prondéstico
adverso y menor sobrevida. En relacion a las alteraciones de CadE en el
CE, se han detectado niveles de expresion aumentados de varios represores
transcripcionales de CadE en el frente invasivo de tumores de endometrio.
Ademas, se han asociado los factores de transcripcién Ets con la activacion
de proteasas que degradan matriz extracelular. En particular, un aumento en
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la expresion de ETV5 ha sido asociado con las etapas iniciales de la invasion
miometrial en el EC, en correlacion con un incremento de la metaloproteinasa
2 (MMP2).

Con el interés de profundizar en la comprension de las bases molecula-
res del CE y, en particular, sobre las alteraciones asociadas a CadE en esta
patologia, se realizaron una serie de estudios que comprendieron:

1) Estudios in silico: Se realizd un analisis bioinformatico "text y data
mining” (herramientas DisGeNET y Cytoscape) para hacer un relevamiento
sistematico de la literatura y evaluar la relaciéon gen-enfermedad entre la neo-
plasia endometrial y el gen CDH1/CadE.

2) Estudios en muestras de tejido endometrial de pacientes diagnos-
ticadas con CE (y controles): Se evaluo la expresion del ARN y proteina de
CadE (inmunohistoquimica y PCR cuantitativa en tiempo real) en muestras
de endometrio de pacientes diagnosticadas con CE en diferentes estadios de
la enfermedad.

3) Estudios en modelos in vitro en lineas celulares establecidas de
CE: Se evalud la expresion de CadE y moléculas relacionadas en un modelo
in vitro de CE, de células Hec-1a e Ishikawa transfectadas con ETV5 y control
(plasmido sin inserto).

4) Estudios en modelos in vitro de cultivos celulares primarios deriva-
dos de tejido no tumoral de endometrio humano Se implementaron culti-
vos primarios de epitelio y estroma no tumoral, para la evaluacién de CadE y
moléculas relacionadas.

RESULTADOS

1) Estudios in silico

Se identificaron 141 términos correspondientes a patologias asociadas a
CDH1. Del total, 110 se encontraron relacionados con neoplasias, de las que
20 fueron propiedades tumorales, 83 tumores soélidos, 4 procesos neoplasi-
cos y 3 tumores no sélidos.

El analisis sobre bases curadas genero una red de 29 nodos; “Endome-
trial neoplasm” fue uno de los nodos identificados. CDH1/CadE se encontro
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entre los principales genes asociados a CE, clasificado “biomarcador”. El
estudio permitié identificar 34 genes asociados a la enfermedad cuya rela-
cion con CDH1 aun no fue reportada. Empleando herramientas bioinformati-
cas de redes de interaccion estructural/funcional, nos encontramos caracteri-
zando un conjunto de genes relacionados a CadE a ser testeados en ensayos
bioquimicos y moleculares. Parte de las verificaciones se realizaran con los
modelos explicados en las secciones siguientes.

El analisis bioinformatico transversal sistematico y objetivo confirmé la
asociacion de CDH1 con la neoplasia endometrial y llevé a la identificacion de
otros genes/proteinas relacionados cuyas alteraciones en CE se encuentran
actualmente en evaluacion.

2) Estudios en muestras de tejido endometrial de pacientes
diagnosticadas con CE (y controles)

Por inmunohistoquimica de secciones de endometrio normal en fase
proliferativa e hiperplasia compleja con atipias, se observo sefial citoplasma-
tica difusa para CadE. Las muestras de tumor endometrioide (FIGO IA/grado
1; G-I) presentaron positividad intensa multifocal para CadE; en tumor endo-
metrioide estadio FIGO IB, grado 3 se observo marcacion focal citoplasmati-
ca para CadE de intensidad baja. En cada experimento se incluyé un control
negativo (omision del anticuerpo primario). Una vez completada la etapa de
optimizacion, se obtuvo un conjunto de tejidos no tumorales y tumorales para
tener un muestreo de tincion de CadE.

Se realizaron ademas evaluaciones para cuantificar el transcripto de
CadE sobre 44 muestras. En las muestras de tumores de tipo endometroi-
de se observo una tendencia hacia una disminucion en los niveles de CadE
(expresion relativa de CadE=0,23+0,046; promedio+EEP; unidades arbitra-
rias), comparados con tejidos no tumorales (0,32+0,099). Esta tendencia
se observo en muestras de pacientes con tumores invasivos (expresion en
tumores Tipo IC/1B=0,22+0,053).

Los estudios moleculares de deteccidon de CadE revelan alteraciones en
el transcripto y proteina de la molécula de adhesion en CE cuando compara-
do con muestras control.

3) Estudios en modelos in vitro en lineas celulares establecidas de CE

Empleando protocolos de PCR en tiempo real, se detect6 disminucion de
la expresion del ARNm de CadE (60%) en las células Hec1a-ETV5 respecto
del control. En concordancia, se observo una sefial de menor intensidad para
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la proteina CadE (“Western Immunoblotting/inmunocitoquimica”. Los bajos
niveles de CadE no se asociaron a niveles incrementados de la variante de
“splicing” de CadE(CadESkip11).

Las alteraciones en CadE se asociaron a cambios en el transcripto y pro-
teina beta-catenina en células Hec1a-ETV5 respecto del control. Beta-cateni-
na se relocalizo al citoplasma en las células Hec1a-ETV5, contrastando con la
esperada en contactos célula-célula y observada en las células Hec1a-GFP.

Dado que ETV5 se encuentra implicado en la progresion hacia un feno-
tipo mas invasivo en CE, se evaluaron Vimentina y CadN. Los resultados de
estos estudios revelaron 1)expresion de Vimentina y 2)expresion de CadN
(“switch” de cadherinas) (“Western immunoblotting” e inmunocitoquimica de
fluorescencia) solo en las células Hec1a-ETV5.

La expresion de Disadherina ha sido implicada como regulador negativo
de la expresion/funcion de CadE. Hasta el presente no hay antecedentes de
su expresion en el CE. Los ensayos revelaron un aumento (>12 veces) del
ARNmM de Disadherina en células Hec1a-ETV5 comparado con las células
control y la proteina fue detectada en ensayos de “Western immunoblotting”/
inmunocitoquimica solo en las células Hec1a-ETV5.

La disminucion de la expresion de CadE observada en las células Hec1a-
ETV5 también fue demostrada en las células de CE Ishikawa transfectadas
con el factor de transcripcion.

En, conjunto, la expresiéon de ETV5 se asocia a un cambio en CadE y
beta-catenina, asi como a alteraciones en la expresion génica caracteristicas
de la TEM. El estudio describe ademas, por primera vez, la expresion de
Disadherina, un modulador negativo de CadE en el CE.

4) Estudios en modelos in vitro de cultivos celulares primarios
derivados de tejido no tumoral de endometrio humano

Se realizaron cultivos celulares de endometrio humano no tumoral. Se
optimizo el protocolo de cultivo para un cultivo mixto y enriquecido (glandu-
la/estroma). Los cultivos mixtos presentaron predominancia de células de
morfologia tipo fibroblastica con niveles altos de expresion de transcripto/
proteina vimentina. En los cultivos enriquecidos en glandula, se detectaron
niveles de CadE mayores que los correspondientes a estroma. De manera
inversa, se encontraron mayores niveles de expresion de Vimentina en los
cultivos enriquecidos en estroma.

Los bajos niveles de CadE en el estroma no se asociaron a niveles incre-
mentados de la forma variante de CadE (CadESkip11) en esos cultivos. En
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el estroma se detecto la presencia del transcripto codificante del modulador
negativo de CadE, Disadherina, en cantidades mayores a las detectadas en los
cultivos de glandula (datos no mostrados), por lo que se podria proponer su rol
en la regulacion negativa de la expresion y funciones de CadE en el estroma
endometrial. Los cultivos seran desafiados con agentes que inducen la TEM
con el interés de evaluar los cambios en CadE y proteinas relacionadas.

El desarrollo de los estudios realizados confirman las alteraciones en
CadE y genes/proteinas asociadas y ha revelado la expresion de modulado-
res cuya expresion en el CE no habia sido reportada hasta el presente. Los
estudios seran profundizados para contribuir a la comprension de las bases
moleculares del CE, patologia que afecta a muchas mujeres en el mundo.

NOTA:

Los estudios de bioinformatica se realizaron en colaboracion con la Dra.
Laura Furlong, del Research Programme on Biomedical Informatics (GRIB),
Hospital del Mar Medical Research Institute (IMIM), Universitat Pompeu
Fabra (UPF), Barcelona, Espaia.

Las muestras no tumoral y tumoral de endometrio para inmunohistoqui-
mica fueron cedidas por Dra. Alejandra Wernicke, del equipo de Anatomia
Patoldgica del Hospital Italiano (Buenos Aires, Argentina) quien también nos
asistié en la interpretacion de la lectura delas tinciones.

Las muestras de ARN/ADNc no tumoral y tumoral de endometrio y los
modelos Hec-1a e Ishikawa fueron cedidas por el Dr. Jaume Reventén y su
equipo de investigacion, del Hospital de Vall d"Hebron, (Barcelona, Espafia)
como parte de un proyecto colaborativo apoyado por la Unién Europea (Pro-
grama IRSES (International Research Scientific Exchange Staff, Programa
7mo marco Marie Curie)

Las muestras para la realizacion de cultivos mixtos y enriquecidos de
endometrio fueron cedidos por la Lic. Fernanda Raffo, directora del laborato-
rio de Reproduccion Asistida de la clinica Fertilab (Buenos Aires, Argentina).

El uso de las muestras fue previamente aceptado por los comités de
ética de todas las instituciones participantes.
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INTRODUCCION

Las enfermedades neoplasicas son, hace ya varias décadas, blanco
de estudio para los investigadores de ciencias médicas de todo el mundo.
Varios tratamientos surgieron de estos estudios, siendo la Cirugia el mas
ampliamente utilizado. Es conocido también que luego de una cirugia para
la extraccién de un tumor existe el riesgo de metastasis o recurrencia de la
enfermedad 45. Para prevenir la aparicion de estos focos metastasicos se
han usado ampliamente la radioterapia y la quimioterapia 19, sin embargo,
estos tratamientos no son inocuos teniendo un gran efecto deletéreo en la
calidad de vida de los pacientes oncoldgicos. Es por esto, que es menester
continuar con la busqueda de mejores tratamientos para la prevencion de las
metastasis. Dado que el higado es un blanco frecuente de metastasis, es de
gran importancia buscar la forma de evitar la implantacién de células tumora-
les en este 6rgano. En varias oportunidades se han utilizado bacterias, como
adyuvantes en vacunas antineoplasicas 3.9, ya que inducen una significativa
respuesta del sistema inmune. Existen varias investigaciones que proponen
el uso de bacterias para tratar los tumores basandose fundamentalmente en
su efecto activador sobre Neutrofilos, Células Dendriticas, Linfocitos T, y NK,
creando un microambiente tumoral rico en citoquinas y factores quimiotacti-
cos 1314 favoreciendo de esta manera la deteccién y la eliminacion, por parte
del sistema inmune, de las células tumorales. Las bacterias vivas atenuadas
por mutaciones dirigidas, son actualmente una valiosa herramienta para el
tratamiento de diversas afecciones, ya que inducen gran inmunogenicidad,
pueden ser administradas por mucosas, son suficientemente inocuas, y pue-
den ser utilizadas como vectores para vacunas génicas 2. Diferentes autores
demostraron que una Salmonella Typhimurium atenuada, previno el estable-
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cimiento de metastasis hepaticas en modelos murinos 7.11. Por otra parte,
nosotros demostramos, que la cepa atenuada de Salmonella Typhi, CVD 915
15, al ser utilizada como agente inmunoterapéutico por via subcutanea e intra-
tumoral, estimuld una respuesta inmune especifica contra el tumor, y dismi-
nuyé el crecimiento tumoral y la incidencia de metastasis, e incluso aumento
la sobrevida de los ratones, en dos modelos tumorales murinos 13.14. El Obje-
tivo del presente trabajo fue estudiar el efecto de la inmunizacién oral con
la cepa bacteriana vacunal, atenuada, de Salmonella entérica serovar Typhi
CVD 915 sobre el desarrollo de metastasis tumorales de un adenocarcinoma
mamario, en un modelo murino de metastasis hepatica. Nuestra hipétesis fue
que la cepa bacteriana, siendo administrada por via oral, podria colonizar teji-
do linfoide asociado al intestino y placas de Peyer, generando una respuesta
innata y proinflamatoria en higado que favoreceria a la deteccion y posterior
rechazo, por parte del sistema inmune, de células tumorales y metastasicas
en este organo.

MATERIALES Y METODOS

Modelo de tumor murino, en los experimentos se utilizé el adenocarci-
noma de mama LM3 descripto previamente 2. La linea LM3 es derivada de
un adenocarcinoma mamario murino M3, singeneica en ratones BALB/c y fue
cedida gentilmente para ser utilizada en este proyecto por la Dra. Elisa Bal
de Kier Joffé, Directora del Area de Investigacion del Instituto de Oncologia
“Angel H. Roffo” de Buenos Aires.

Cepa de bacteria: se utilizoé la cepa de bacterias AguaBA Salmonella
enterica Serovar Typhi CVD 915 15, atenuada por una delecion en guaBA que
interrumpe la sintesis de nucléotidos de guanina. La cepa ha sido gentilmente
cedida por el Dr. Myron Levine, CVD, Maryland, USA, para su utilizacion en
este proyecto.

Cepade ratones: se utilizaron ratones BALB/c hembra de 6-8 semanas,
provenientes del Bioterio de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de
Buenos Aires.

Desarrollo del modelo de metastasis hepatica, con las células del
adenocarcinoma mamario LM3. Se utilizé6 un modelo de metastasis hepa-
tica basado en el descripto por Lafreniere y Rosenberg 8, con algunas modi-
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ficaciones, que fue puesto a punto en nuestro laboratorio. Brevemente, se
anestesio a los ratones con una combinacion de xilacina- ketamina a una
dosis de xilacina 10mg/kg y ketamina 100 mg/kg, via intraperitoneal. Se les
exteriorizé el bazo y se les depositdé 100.000 células LM3 en 100 ul de medio
de cultivo. Pasados 3 minutos, se realizé una esplenectomia.

Respuesta a la inmunizacion con la Salmonella Typhi CVD 915. A
un grupo de ratones normales se les administro por la via orogastrica (0.g.)
una suspension de bacterias CVD 915 a 1x109 UFC/0,2 ml (grupo tratado),
y a otro grupo se le administré 0,2 ml de PBS via 0.g. (grupo control). Para
estudiar la respuesta inmune desencadenada a distintos tiempos luego de la
inmunizacion, se sacrificaron animales de ambos grupos (tratado y control) a
las 4, 12'y 24 horas post-inoculacion para la toma de muestras. La sangre, las
placas de Peyer (PP) y los higados fueron removidos, para ser procesados
segun correspondiere.

Tratamiento profilactico de las metastasis hepaticas, mediante la
vacunacion o.g. con CVD 915. Se les administré a 2 grupos de ratones por
via 0.g. 1x10°UFC de bacterias en 0,2 ml de PBS, o0 0,2 ml de PBS segun
sean del grupo tratado o control respectivamente. Luego de 24h de la inmu-
nizacion, los animales fueron desafiados con las células tumorales mediante
la cirugia antes descripta. Luego de 21+1 dias los ratones fueron sacrificados
para la toma de muestras. Los linfonddulos mesentéricos (LNM) y los higados
fueron removidos, para ser procesados segun correspondiere. Para evaluar
la eficacia terapéutica, se registro el peso total del higado, por observacion
con lupa, se cuantificaron el nUmero de metastasis por higado, y se tomaron
el largo y el ancho de cada una. El volumen de las mismas fue determinado
con la formula del tumor elipsoidal 6.

Aislamiento y caracterizacion de las diversas poblaciones leuco-
citarias presentes, sangre periférica, bazos, placas de Peyer, LNM e
higados. Las muestras de 6rganos linfoides tomadas a diferentes tiempos
posteriores a la inmunizacion o el desafio, se disgregaron mecanicamente
13, Los higados, fueron disgregados con émbolo sobre un tamiz. Luego, se
aislaron las células inmunes intrahepaticas (ClIH) con un gradiente de percoll
al 33% 1. Para la identificacion de las poblaciones de las ClIH, y de las pobla-
ciones celulares en bazo y en LNM, se realizaron tincion por inmunofluores-
cencia y analisis por citometria de flujo. Para la caracterizacion de las molé-
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culas de las distintas poblaciones, se incubaron las células con el anticuerpo
monoclonal especifico (AcM), o el control de isotipo, conjugados a fluoro-
cromo (FITC, PE o APC), y se evaluaron segun lo descripto previamente 13
la presencia de células expresando marcadores de macréfagos [anticuerpo
monoclonal (AcM) anti-F480+], de granulocitos (AcM anti-Gr1+), de CD (AcM
anti-CD11c*), de linfocitos T (AcM anti-CD3+, AcM anti- CD4+y anti-CD8+), de
NK (AcM anti-CD49+) o de linfocitos B (AcM anti-B220+). Las muestras fueron
procesadas en un citometro de flujo FACS Calibur, o un BD Accury.

Cuantificacion de Citoquinas Para la determinacién de citoquinas se
realizé la técnica de ELISA 13. Se utilizaron como muestras: lisado higados o
sobrenadantes de cultivos primarios de 72-96 h de PP o de CIIH.

Analisis estadistico

Los resultados experimentales obtenidos fueron analizados estadistica-
mente de acuerdo a los test apropiados para el disefio de cada experimento
utilizando el programa de procesamiento de datos y estadistica: PRISM 5. Se
utilizaron analisis paramétricos (t de Student/ANOVA y Post ANOVA Tukey) o
no paramétricos (Mann Whitney) segun corresponda para cada caso. Para el
analisis de los datos obtenidos por citometria de flujo utilizamos el programa
Flowing Software.

RESULTADOS

La Salmonella CVD 915 inoculada por via 0.g. induce una respuesta
innata en el higado de ratones BALB/c normales. En los estudios pre-
liminares en ratones sanos, detectamos que a 4 horas de la inmunizacién
oral con 1x10° UFC de esta bacteria, hay una activacion del sistema inmune
innato en el higado, evidenciado por el aumento de los niveles de las citoqui-
nas proinflamatorias, IL-12 y TNF-a, presentes en los lisados de Higados de
animales inmunizados con la bacteria, respecto de los controles (figura 1).
Estos resultados indicaron que la CVD 915 por via 0.g. induce una respuesta
inmune inflamatoria muy temprana en el higado.



Fundacién Alberto J. Roemmers 369

»
8
S

*

—_— O PBS
mm CVD 915

= 300
B
~ 200
3
H
£ 100-

o.

.
800, ——
O PBS
B m CVD o915

_ 600
E
o
£ 400
~
= 2004

o.

Figura 1. Niveles de TNF-a(A) e IL-12(B) en lisados de higado a 4 h de la administra-
cion o.g.de CVD 915 0 PBS como control. N=3 *p<0,05, segun el test de Mann Whitney

La inmunizacion con la Salmonella, induce la produccién de IFN-y
en placas de Peyer. En cultivos primarios de 72 horas, de células de placas
de Peyer (CPP) provenientes de ratones a 12 horas de la administracion de
la CVD 915, encontramos un aumento en los niveles de TNF-a e IFN-y en
los sobrenadantes de cultivo. En cultivos de CPP a 24 h de la inmunizacién,
encontramos un aumento solo en los niveles de IFN-y (figura 2). Los resul-
tados encontrados, nos demuestran que la CVD 915 por via 0.g. es capaz
de inducir, entre las 12 'y 24 h de la inmunizacion, la secrecién de Citoquinas
Th1 en placas de Peyer.

La inmunizacién con la CVD 915 induce un aumento de las pobla-
ciones de células de la inmunidad innata en Bazo. El analisis de las
poblaciones celulares de la Sangre y el bazo de ratones inmunizados por
via oral con la Salmonella Typhi atenuada 24 horas antes, nos reveld un
aumento de la frecuencia de las células CD4* (linfocitos T colaboradores) y
una disminucién de las B220+ (mayormente linfocitos B) (figura 3) circulan-
tes en sangre de animales inmunizados en comparacién con los controles;
y un aumento significativo de las células NK (CD49+) y de neutrofilos (Gr1+)
en bazos (figura 4) de animales tratados con la bacteria. Estos resultados
indican claramente la estimulacion de una respuesta inmune innata en los
ratones inmunizados.
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Figura 2. Niveles de IFN-y (A) y TNF-a (B) en sobrenadantes de cultivo de células
provenientes de placas de Peyer de ratones a 12 y 24 h de la administracion o.g. de
CVD 915 o PBS como control. N=3-6, *p<0,05, ***p<0,001, segun ANOVA y el poste-
rior test de Tuckey.
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Figura 3. Poblaciones celulares en Sangre luego de 24 h de la administracion o.g. de
la CVD 915 o PBS como control. N=9, *p<0,05, segun el test de Mann Whitney.

El tratamiento profilactico con la CVD 915 disminuye la incidencia
y el volumen de las metastasis hepaticas. Para los ensayos preclinicos,
administramos las bacterias por via oral 24 h antes del desafio con el modelo
de metastasis hepaticas. A los 2111 dias, se evalud la eficacia terapéutica, y
encontramos que el numero de metastasis (figura 5 A) y el volumen tumoral
total (figura 5 B), de los higados de ratones tratados, era significativamente
menor que el de los higados de los ratones control. Asimismo, el peso total
de los higados de los animales inmunizados fue menor que el de los controles
(figura 5 C). Estos contundentes resultados nos demuestran la eficacia tera-
péutica de esta simple inmunoterapia.
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La Salmonella CVD 915 aumento la frecuencia de linfocitos T en
LNM luego del desafio tumoral. El estudio de las poblaciones celulares de
los linfonddulos mesentéricos (LNM) a este tiempo, en el que se reveld una
disminucién en la incidencia de metastasis hepaticas, indicé un aumento de
las poblaciones de linfocitos T (CD3+) y de neutrdfilos (Gr1+), asi como una
disminucién de la poblacion de linfocitos B (B220+) en los animales que reci-
bieron las bacterias previamente al desafio tumoral (figura 6). El aumento de
la proporcion de células CD3*, nos indica una activacion de esta poblacion
celular en los LNM.

*
751 *

—— [ PBS
=\°5°'ﬁ.’—t‘ mm C\VDO15
; 25 [ ]
= 20-
|
B 15-

% 10- -

(3]

3 5 i
ol || I

'CD3* B220° GH*

Figura 6. Poblaciones de leucocitos en LNM a 21 dias del desafio tumoral. N=5-8,
*p<0,05, segun el test de Mann Whitney.

El tratamiento preventivo con la Salmonella Typhi CVD 915 indujo
una respuesta inmune celular de tipo Th1 en higado luego del desafio.
El andlisis de las poblaciones celulares de las células inmunes intrahepaticas
(ClIH), enlos ratones luego de 21 dias del desafio tumoral, arrojé que los ani-
males tratados poseian un aumento significativo en la poblacién de linfocitos
CD4+(figura 7 A), con respecto a los controles. Incluso, las CIIH provenientes
de ratones tratados, produjeron mayores niveles de las citoquinas del tipo
Th1, TNF-a e IFN-y, que las de los ratones control, al ser cultivadas ex vivo
durante 96 h. Esto fue demostrado al analizar la concentracion de estas cito-
quinas en el sobrenadante de los cultivos, mediante un ELISA (figura 7 B).
Estos resultados nos demuestran la presencia de una respuesta adaptativa
del tipo Th1 en el érgano blanco de las metastasis.
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Figura 7. A) Poblaciones de linfocitos CD4* en el higado a 21 dias del desafio tumoral.
N=3-5, *p<0,05, segun el test de Mann Whitney. Un experimento representativo de
dos. B) Niveles de citoquinas (IFN-y y TNF-a) producidas ex vivo, en cultivo de 96 h,
por las células inmunes intrahepaticas (ClIH) extraidas luego de 21 dias del desafio
tumoral. N=3-4, *p<0,05, ***p<0,001, segun el test de t Student.

El tratamiento con la Salmonella CVD 915 es inocuo. No se encontrd
diferencia en la ganancia de peso corporal entre los grupos de ratones estu-
diados (p>0,05). Debido a que los animales en experimentacion no sufrieron
pérdida de peso durante el periodo en el que se evidencia el efecto terapéuti-
co, y que el peso corporal es tomado como un parametro de salud, se puede
inferir que el tratamiento es inocuo.

CONCLUSIONES

Todos estos resultados, nos permiten concluir que la inoculacion oral
con esta cepa vacunal de Salmonella Typhi, CVD 915, el dia previo al desafio
tumoral, promueve tempranamente una respuesta inmune innata en el hués-
ped, que evita la implantacién de metastasis hepaticas, o bien, que favorece
el rechazo de las mismas, mediante mecanismos inmunoldégicos que involu-
cran una respuesta inmune innata y adaptativa. Esto, deriva en una menor
incidencia de metastasis hepaticas y una menor masa tumoral total, sin per-
juicio en la salud del huésped. Esta simple inmunoterapia preventiva, merece
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ser evaluada en profundidad, para ser utilizada sola o en combinacién con
otras terapias, en pacientes con cancer ante el riesgo de metastasis, e inclu-
s0, podria tener notables ventajas terapéuticas sobre los métodos convencio-
nales actualmente utilizados en la lucha contra esta enfermedad.

ABSTRACT

The liver is a frequent target for metastasis. Radiotherapy and chemo-
therapy are used to prevent the occurrence of these metastatic foci. How-
ever, these treatments used in high doses are insafe to patients. Previously,
we demonstrated the antitumor therapeutic efficacy of an attenuated vac-
cine strain of Salmonella Typhi (CVD 915), administered subcutaneous and
intratumoral, on the evolution of primary tumors of different histological origin
and their metastases. The orally administered Salmonella can colonize the
gut-associated lymphoid tissue, Peyer’s patches, mesenteric lymph nodes
and liver, contributing to immune recognition and elimination of tumor liver
metastases. Our aim was to test whether oral immunization with Salmonella
was able to exert an antitumor effect on metastasis, in a mouse model of
liver metastasis of a mammary adenocarcinoma. This monotherapy was not
toxic and able to significantly reduce the number and size of liver metastases.
Furthermore, generated innate proinflammatory immune response, within
the first 24 h after administration of the Salmonella, mainly characterized by
increased NK cells and neutrophils, and the production of cytokines such as
IL-12, TNF- a and INF-y in liver, spleen or Peyer’s patches. We assume, that
this inflammatory response was essential to the early elimination of tumor
cells in the liver, and to generate antitumor immunity. Moreover, at 21 days
of treatment, we detected a cellular Th1 immune response with high levels
of TNF-a and IFN-y produced by intrahepatic immune cells. This response is
critical for tumor eradication. These results demonstrate that the prophylactic
vaccination with Salmonella induced a clinically efficient immune response
that protected the host against a subsequent challenge with mammary adeno-
carcinoma cells, promoting growth inhibition of liver metastasis. This simple
immunotherapy may be used in patients at risk of developing metastasis, and
even combined with other therapies for the treatment of cancer.



Fundacién Alberto J. Roemmers 375

BIBLIOFRAFIA

1.
12.
13.
14.

15.

Blom KG, Rahman Qazi M, Noronha Matos JB y col. Clinical and Experi-
mental Immunology, 155: 320-329, 2008.

Chorobik P, Marcinkiewicz J, Polish Archives of Internal Medicine 121
(12): 461-467, 2011

Coley WB. Trans Am Surg Assoc 12:183, 1984.

Curtis J. Ly Punturieri A. Am J of Resp Cell and Molec Biol, 28:541, 2003.
Demicheli R, Abbattista A, Miceli Ry col. Breast Cancer Res &Treat, 2
(41):177-185, 1996.

Feldman JP. Journal of Applied Quantitative Methods, 4 (4):455-462,
20009.

Feltis BA, Miller JS, Sahar DAy col. Journal of Surgical research, 107:101,
2002.

Lafreniere R, Rosenberg S. J. Natl. Cancer Inst, 76:309, 1986.

Pawelek J, Low KB, Bermudes D. Cancer Research, 57:4537-4544,1997.

. Retsky M, Bonadonna G, Demicheli R y col. Breast Cancer Res,

:R372-R374, 2004

Soto Il LJ, Sorenson BS, Kim AS y col. Pediatr Surg 38:1075-1079.2003
Urtreger A, Ladeda V, Puricelli L y col. Inter. J. Oncol, 11:489, 1997.
Vendrell A, Gravisaco M.J, Pasetti M.F y col. Vaccine, 29:728, 2011.
Vendrell A, Gravisaco MJ, Goin JC, y col. J Immunother, 36(3):171-180,
2013.

Wang JY, Pasetti M, Noriega F y col. Infection and Immunity, 69:4734,
2001.



SINDROME UREMICO HEMOLITICO: UN PROBLEMA DE
TRANSPORTE. EFECTO DE LA TOXINA SHIGA SOBRE
CELULAS ENDOTELIALES DEBIDO AL INGRESO POR

MACROPINOCITOSIS Y/O ENDOCITOSIS MEDIADA POR

RECEPTORES

Dr. Diego Luis Viale
Escuela de Ciencia y Tecnologia — Universidad Nacional de San Martin

INTRODUCCION

El Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) es una enfermedad asociada al
agente etioldgico Escherichia coli productor de la toxina Shiga (STEC -Shiga
toxin-producing Escherichia coli) (Banatvala, Griffin et al. 2001). Esta enfer-
medad afecta mayormente a los nifios menores de 5 afos, llevando en los
casos mas extremos a la insuficiencia o trasplante renal. La toxina Shiga es
el factor de virulencia responsable del SUH y es introducida por la bacteria
desde el intestino al torrente sanguineo (Melton-Celsa, Rogers et al. 1998).
La base patogénica del SUH esta determinada por el dafio de las células
endoteliales que forman parte de los pequefios vasos del colon, rifidn y siste-
ma nervioso central. Este efecto se produce a partir del ingreso al citoplasma
celular de la subunidad A de la toxina Shiga que corta el ARN ribosomal 28S.
Esto provoca la inhibicion de la sintesis proteica y la consecuente muerte
celular (Endo, Tsurugi et al. 1988).

El glicolipido Gb3 es el responsable de la endocitosis de la toxina (Pudy-
maitis, Armstrong et al. 1991). Aunque recientemente se ha descrito la entra-
da de la toxina en células epiteliales de colon que no expresan Gb3 mediado
por macropinocitosis (Malyukova, Murray et al. 2009), indicando que la toxina
puede tener efecto sobre tejidos que no expresen el receptor Gb3.

Por otro lado, las células endoteliales necesitan del receptor Gb3 para
permitir la endocitosis de la toxina Shiga (Schweppe, Bielaszewska et al.
2008), aunque aun no se ha reportado la ausencia de Gb3 en este tipo
celular.

Estos datos indican que no solo las células que expresan Gb3 pueden
estar involucradas en el dafio producido al tejido renal o nervioso y el estudio
de la via de ingreso de la toxina en las células endoteliales podria explicar el
efecto observado sobre otros tejidos. Ademas, este estudio podria permitir el
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desarrollo de compuestos nanotecnoldgicos capaces de bloquear el ingreso
de la toxina Shiga a las células endoteliales y, de esta forma, evitar el efecto
patogénico sobre este tipo celular.

Aunque existen anticuerpos capaces de marcar la toxina Shiga, el anti-
cuerpo puede perjudicar la endocitosis de la toxina y su seguimiento intra-
celular. El objetivo de este nuevo proyecto multi-disciplinario es el desarrollo
de una herramienta para trazar la presencia de la toxina de forma intra-
celular. El proyecto comprende la utilizacion de aptameros de ADN de unién
especifica a la toxina Shiga unidos a nano-particulas fluorescentes (quantum
dots) que unan la toxina Shiga. La ventaja de utilizar quantum dots es su
menor tamafio (4-7nm) y la posibilidad de obtener diferentes marcas bajo la
excitacion con una sola longitud de onda, permitiendo también evaluar otros
trazadores. Estos nano-trazadores permitirian el seguimiento en tiempo real
del transporte intracelular de la toxina para evaluar el efecto sobre este las
células endoteliales in vitro e in vivo.

RESULTADOS

En una primera etapa se produjo una biblioteca de secuencias al azar
de ADN conteniendo 1075 especies diferentes de oligonucledtidos. Estos ele-
mentos estaban compuestos por una region central de 40 nucledtidos al azar
y se utilizaron los cebadores H1 (5-CGGAATTCCGAGCGTGGGCGT-3") y
H2 (5-CTCGAGCGTGGGCGTA-3") para amplificar mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR).

Para realizar la seleccion del aptamero capaz de unirse a la toxina Shiga
se sintetizaron péptidos sintéticos correspondientes a los sitios de union (l'y
II) de la subunidad B de la toxina Shiga al receptor celular Gb3. Estos pépti-
dos se denominaron Stx2-1 (DGKEYWTSRWNLQ) y Stx2-2 (KSSTCESGS-
GFAE). Cincuenta microgramos de los péptidos se dejaron adsorber sobre
membrana de nitrocelulosa para permitir la ligacién a la superficie. Luego, el
fragmento conteniendo los péptidos se incubo con la biblioteca de ADN con
agitacion durante la noche para obtener los aptameros con capacidad de
union a los péptidos Stx2-1 y Stx2-2

Inicialmente se realizdé una Unica seleccion de aptameros sin obtener
resultados positivos. A partir de estos resultados se procedio a realizar mayor
cantidad de ciclos de seleccién y se obtuvieron cinco clones que se unian al
péptido Stx2-1 (clones 22, 23, 24, 26 y 28).
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Estos clones de aptameros fueron utilizados para evaluar su capacidad
de unidén a un lisado de bacterias que expresan la toxina Shiga. En ninguno
de los casos se observd marca positiva pero esto podia deberse a que la pro-
teina bajo estas condiciones se encuentra desnaturalizada. Vale resaltar que
estos resultados no indican que estos clones no sean capaces de unirse a
la toxina Shiga en estado nativo. El mejor método para evaluar su capacidad
de union a la proteina nativa fue mediante el bloqueo de su capacidad toxica
sobre un cultivo de células Vero. Este método puede ser utilizado debido a
que los aptameros fueron disefiados para unirse a las regiones de la toxina
Shiga involucradas en el pegado al receptor celular Gb3. La utilizacion de los
clones de aptameros sobre un cultivo celular produciria una disminucién o la
inhibicion de efecto tdxico sobre las células evaluadas.

A partir de la obtencion de los posibles clones con capacidad de unién al
péptido Stx2-1, contenido en la region | de la toxina Shiga, se decidié evaluar
su efecto sobre la viabilidad de células Vero. Este método bioldgico permite
cuantificar mediante diluciones la sobrevida de células al efecto mediado por
la toxina Shiga y evaluar el efecto de los aptameros seleccionados.

A partir de este ensayo pudimos observar que el clon 23 del aptamero
posee el mismo efecto que la presencia de una biblioteca de ADN al azar.
Indicando que el clon 23 no modifica per se la toxicidad de la toxina Shiga
(Figura 1). Se realiz6 el mismo experimento con los diferentes clones 24, 26 y
28 y tampoco se observo un efecto sobre la sobrevida (datos no mostrados).
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Figura 1: Efecto de los aptameros sobre la sobrevida celular. Las células Vero fueron
incubadas durante 72 horas con diluciones de lisado bacteriano conteniendo toxina
Shiga y se evalué la sobrevida mediante el método de cristal violeta.
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Una de las posibles explicaciones para este resultado podria ser que la
union al péptido de los clones seleccionados era interferida por el contexto en
el que se encuentra la secuencia en la proteina ensamblada. Con el objetivo
de evaluar si el aptamero podria unirse al péptido inserto en la secuencia
proteica se inicio una nueva estrategia.

Inicialmente se clond la proteina quimera GST-Stx2B que contiene la subu-
nidad B de la toxina Shiga (stx2B) unida a la proteina Glutation S-transferasa
(GST). Esta proteina fue purificada mediante el uso de resinas conteniendo
glutation y la posterior elucién mediante exceso de Glutation. Se obtuvo pro-
teina purificada y a partir de la produccion de GST-Stx2Ba se procedi6 a
evaluar los clones antes descritos. Todos los clones poseen capacidad de
union a la proteina recombinante aunque no tienen efecto sobre la entrada de
la toxina Shiga a la célula (Figura 2).
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Figura 2: Clones de aptameros con capacidad de unién al péptido Stx2-1y a la protei-
na recombinante GST-Stx2B.

El péptido y la proteina recombinante GST-Stx2B fueron sembradas en una
membrana mediante técnica de Dot-blot y evaluada sus concentraciones mediante
técnica de Ponceau. Posteriormente, la membrana fue incubada con los diferentes
clones de aptameros indicados conteniendo biotina en uno de sus extremos. Luego
fue incubada con la proteina Avidina ligada a fosfatasa alcalina y revelada mediante
tincién con NBT-BCIP.

Aunque pudimos evaluar que el efecto mediado por estos clones no era
el deseado. Se pudo utilizar la proteina recombinante para realizar una nueva
seleccion de aptameros contra toda la secuencia proteica y de esta forma
obtener un clon capaz de marcar la proteina en el contexto celular.
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La fraccion enriquecida por este paso de seleccion fue amplificada por
PCR para continuar con el proceso de seleccion del mejor aptamero. Los
pocos clones de aptameros conseguidos contra GST-Stx2B reaccionaban
también contra la proteina GST control, indicando que el aptamero no se unia
a la region conteniendo la toxina Shiga sino a la regién GST (datos no mos-
trados). Este resultado era posible debido a que la proteina GST (kDa) tiene
un tamafo 4 veces mayor que la toxina Shiga (7 kDa).

A partir de estos resultados, se realizaron 8 ciclos de seleccion y no se
obtuvo ningun clon capaz de reconocer al péptido o GST-Stx2B. A partir de
los resultados obtenidos mediante diferentes métodos se procedio a amplifi-
car la biblioteca de aptameros mediante el uso de otra polimerasa pero tam-
poco se obtuvieron resultados.

Con la decision de encarar otra estrategia para lograr la marcacioén de
la toxina shiga, se inicié una colaboracion con el laboratorio dirigido por el
Dr. Carlos Gabriel Briones del Instituto de Investigaciones Biotecnoldgicas —
UNSAM en donde se inmunizaron ratones con la proteina GST-Stx2B para
obtener anticuerpos poli- 0 mono-clonales. Se obtuvo un anticuerpo poli-
clonal que reaccionaba tanto contra la proteina GST purificada como contra
GST-Stx2B, aunque no puede reaccionar contra un lisado de bacterias que
expresan la proteina toxina Shiga (Figura 3). Esta baja afinidad del anticuer-
po poli-clonal se confirmd mediante ensayos de sobrevida celular en los que
no se observo efecto del anticuerpo (datos no mostrados).

El clonado de estos anticuerpos permitiria obtener un anticuerpo mono-
clonal con mayor afinidad y capacidad de unién a la toxina Shiga para poder
ser utilizado en el seguimiento de la proteina en las células endoteliales.

Estos resultados indicaron que los aptameros desarrollados no eran
capaces de unirse de manera especifica a la toxina Shiga y que no se podia
continuar con la metodologia realizada para obtener trazadores sobre células
endoteliales.

Debido a que la primera parte de este proyecto no se pudo completar y
no se obtuvieron clones capaces de ser unidos a los nanotrazadores, no se
solicito la segunda fase del dinero asignado a este proyecto. La segunda eta-
pa involucraba el desarrollo de los nanotrazadores mediante quantum dots
unidos a aptameros especificos contra la toxina Shiga y que sean capaces de
ser endocitados por la célula.

Debido a la dificultad de obtener un aptamero capaz de unirse a la toxina
Shiga, se decidié comenzar con estrategias mediadas por anticuerpos que
aun se encuentran en desarrollo.
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Lisado [~50 ug]

GST-Svaa8  GST  Control  Stx

Figura 3.Westen Blot contra Toxina Shiga. Se corrié en un gel de poliacrilamida la
proteina recombinante GST-Stx2b, la proteina carrier GST, lisado de bacterias control
0 con expresion de toxina Shiga (Stx). La membrana bloteada fue incubada con suero
policlonal de ratones inmunizados con GST-Stx2B [1/1500] y luego con anticuerpo 2rio
de conejo anti-ratén ligado a HRP y revelado con luminol.

ABSTRACT

Hemolytic Uremic syndrome (HUS) is a disease characterized by bloody
diarrhea, anemia and, in some cases, kidney failure. This disease have been
clearly associated to the Shiga-toxin producing E. coli (STEC) or Shigella dis-
enteriae (Karmali, Steele et al. 1983, Karmali, Petric et al. 1985). Moreover,
infection with STEC is the major cause associated with acquired renal failure
in childhood (Trachtman and Christen 1999). Bacteria delivers the virulence
factor Shiga toxin from gut lumen into bloodstream (Melton-Celsa, Rogers et
al. 1998). The pathophysiology of the disease involves endothelial cell damage
and activation of small vessels from kidney, colon and central nervous system.
The molecular events involves cytoplasmic delivery of A subunit from Shiga
toxin, mediated by a Shiga toxin B pentameric structure. The A subunit cuts
28S ribosomal RNA from ribosome structure. The latter effect inhibits protein
synthesis and, consequently, induces apoptosis (Endo, Tsurugi et al. 1988).
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One strategy to evaluate the effect over endothelial cells involves the
development of an aptamer capable of track the cellular movement of Shiga
toxin. We developed aptamers that bind a peptide from B subunit form Shiga
toxin type Il but it didn’t recognize the full protein. We tried to develop aptam-
ers that bind full B subunit protein but results were negative. Although this
strategy did not get the expected results, we started a strategy to develop an
antibody that recognize the B subunit from Shiga toxin.
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RECONSTITUCION DE LA BARRERA QUIMICA INTESTINAL
POR ENTEROGLUCAGON TIPO GLUCAGON-LIKE PEPTIDE 2
(GLP-2).

Silvina S M Villanueva, Agostina Arias, Virginia G Perdomo, Juan P Rigalli,
Maria L Ruiz, Viviana A Catania, Aldo D Mottino.
Instituto de Fisiologia Experimental (IFISE-CONICET), Facultad de Cs Bioquimicas
y Farmacéuticas, UNR.

SINTESIS DEL INFORME FINAL

Ademas de su funcion primaria de absorcion de agua y nutrientes, el
intestino delgado posee la capacidad de actuar como barrera quimica con-
tra el ingreso de sustancias nocivas, mayormente incorporadas con la dieta.
Dicha capacidad depende de la presencia de sistemas de biotransformacion
intracelular, tal como el sistema Glutation S-transferasa (GST) y de trans-
porte, tal como la Proteina asociada a Resistencia a Multidrogas 2 (MRP2) a
nivel apical. GST, de localizacion citosdlica, constituye uno de los principales
sistemas implicados en las reacciones de conjugacion de fase Il y sus pro-
ductos, derivados conjugados, son eliminados del enterocito por via apical
a través de transportadores especificos, tales como MRP2 (ABCC2). Esta
bomba exportadora es un importante miembro de la familia de transporta-
dores ABC (ATP-Binding Cassette), localizada en la membrana apical del
enterocito maduro (Mottino y col., 2000), la cual presenta selectividad por
compuestos anidnicos, libres o conjugados con acido glucurénico, glutation,
o sulfato. Ambos sistemas, GST y MRP2, comparten un gradiente comun de
expresion: se encuentran preferencialmente en el intestino proximal (duode-
no y yeyuno), decreciendo su expresion hacia el ileon y prevaleciendo en
la punta de la vellosidad respecto de la cripta (Mottino y col., 2000); a la
vez que presentan la particularidad de ser inducidos por ciertos xenobioticos
comunes, lo que ha dado validez a la consideracion de que ambos pueden
regularse en forma conjunta (Catania y col., 2004). Su funcién principal, por
ende, es limitar el pasaje de xenobioticos desde la luz intestinal al enterocito
al devolver sus metabolitos conjugados a la luz para su eliminacion definitiva
del organismo. Esto los convierte en la primera barrera quimica de proteccion
contra la llegada de sustancias nocivas, tanto por ingesta como por via biliar.

[384]
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Por consiguiente, la induccion simultanea de dichos sistemas cobraria gran
interés ante cuadros de potencial toxicidad, donde los mecanismos involu-
crados en la detoxificacion de sustancias resultan alterados o insuficientes.
Al respecto, se sabe que la funcién de barrera epitelial puede debilitarse
severamente en diversas patologias intestinales que cursan con erosion o
atrofia o pérdida del epitelio, asi como también en la reseccion quirdrgica de
un fragmento intestinal (Sigalet y col., 2000). Interesantemente, bajo estas
circunstancias, se ha demostrado un incremento en la en la produccion y
secrecion de una hormona local hipertrofica: el enteroglucagon en su forma
glucagon-like peptide 2 o GLP-2 (Sigalet y col., 2000; Xiao y col., 2000) GLP-
2 es miembro de una familia de hormonas peptidicas denominada “super
familia del glucagon”, en virtud de la gran homologia en su secuencia de
aminoacidos con el glucagon y es producida exclusivamente en las células
enteroendocrinas L, que son abundantes en el yeyuno distal, ileon y colon
(Wallis y col, 2007). GLP 2 actua a través de un receptor especifico acopla-
do a proteina G (GLP-2R), el cual es predominantemente localizado en el
intestino delgado proximal (Cheeseman 1997; Guan y col., 2003), por lo que
sus propiedades troficas son muy selectivas particularmente en el yeyuno,
donde regula la morfologia, funcion e integridad de la mucosa, tanto durante
el desarrollo como en el adulto (Lovshin y col., 2000; Drucker y col., 1996).
GLP-2 también esta asociado con el crecimiento y adaptacion intestinal en
una variedad de condiciones patoldgicas, incluyendo adaptacion intestinal
pos-reseccion (Martin y col., 2005), atrofia intestinal inducida por nutricion
parenteral (Niinikoski y col., 2004) y sindrome del asa corta (Schmidt y col.,
2000). Ademas, los niveles de dicha hormona se encuentran marcadamen-
te incrementados en ratas madres durante la lactancia, representando una
adaptacion fisiolégica relacionada con la mayor demanda energética, y por
ende, ingesta de alimentos, en clara asociacion con un aumento en la lon-
gitud, peso y fundamentalmente superficie del intestino delgado (Fell y col.,
1963). Previamente, ante la hipotesis de una relacién entre GLP-2 y la fun-
cion de barrera quimica intestinal, comprobamos que efectivamente las ratas
madres en lactancia muestran un incremento en la excrecion intestinal de
xenobidticos anidnicos conjugados junto a un aumento paralelo en la expre-
sion de Mrp2 (Mottino y col., 2001), restando demostrar si GLP-2 podria ser
responsable de esos efectos. Esta hipétesis fue recientemente confirmada
en estudios realizados en ratas hembras normales, donde comprobamos la
accion inductora de GLP-2 (recombinante de rata, i.p.) sobre la expresion y
actividad de GST y Mrp2, en este ultimo caso extendiéndose hasta zonas
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mas profundas de la vellosidad, siendo dicha modulacion a nivel transcrip-
cional y mediada por activacion de adenilato ciclasa (Villanueva y col., 2010).
Estos resultados, en conjunto, sugieren que la accion hipertréfica de GLP-2
es acompafada de un efecto estimulador de los sistemas de biotransforma-
cion y excrecion de xenobidticos y que esta regulacion positiva de la barrera
quimica intestinal se promueve tanto en condiciones fisioldgicas (crecimien-
to y lactancia) como en respuesta compensadora a situaciones patolégicas
como las mencionadas mas arriba. Se desconoce hasta el presente, si GLP-
2 ejerce alguna accién moduladora sobre la dupla GST-MRP2 en epitelio
intestinal humano. Por ello, el OBJETIVO GENERAL del presente proyecto
fue evaluar la accion de GLP-2 sobre la expresion y actividad de GST y
MRP2 en un modelo de epitelio intestinal humano, constituido por el
cultivo de células Caco-2, contemplando los efectos a largo plazo asi
como los mecanismos moleculares subyacentes. Este objetivo, en defini-
tiva, esta orientado a determinar si GLP-2 podria representar una herramien-
ta terapéutica en la recuperacion de una funcion vital del intestino, como lo
es la funcion de “barrera quimica intestinal”, lo cual seria de gran beneficio en
determinadas situaciones de disfuncion de la misma por deterioro patoldgico
0 por reseccion quirurgica del intestino.

En el presente trabajo, se demuestra que GLP-2-recombinante huma-
no es capaz de inducir la expresion y actividad de GSTa y MRP2 de origen
humano, como evidencia de un rol adicional de GLP-2 que favorece la pro-
teccion del tejido intestinal, en crecimiento o regenerante, contra un poten-
cial dafio quimico. El aumento de los niveles de ARNms de dichos sistemas
sugiere ademas una regulacion a nivel transcripcional. Mecanisticamente, se
observoé que el tratamiento de las células Caco-2 con GLP-2 conduce a un
aumento de AMPc intracelular, indicando implicitamente activaciéon de adeni-
latociclasa (AC). En este sentido, experimentos complementarios determina-
ron que la regulacién de GST y MRP2 por GLP-2 es mediada por tal aumento
de AMPc, dado que el tratamiento de las células con el analogo permeable de
AMPc, DB (Dibutiril-AMPc), fue capaz de reproducir la induccién de los siste-
mas GST y MRP2 por GLP-2. La participacién de la quinasa PKA, principal
blanco del AMPc, queda demostrada al resultar bloqueada dicha induccién
ante el pre-tratamiento con el inhibidor especifico H89.

La via cascada abajo pos-activacion de AC-PKA que conlleva a la trans-
cripcién de los genes blancos GST y MRP2, es desconocida pero podria
implicar la participacion de ciertos factores de transcripcion. El antecedente
de que en modelos in vitro de células transfectadas con el GLP-2R, el tra-
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tamiento con GLP-2 activa la via PKA/AP-1 conduciendo a la transcripcion
de genes dependientes (Munroe y col., 1999; Yusta y col., 1999) y que las
regiones promotoras de los genes de GST y MRP2 contienen secuencias de
nucledtidos capaces de interactuar con la familia de factores de transcripcion
AP-1 (Pinkus y col., 1993; Stockel y col., 2000), nos condujo a examinar la
expresion y el estado de fosforilacion de algunos miembros candidatos de la
familia AP-1. La familia AP-1 incluye homo o heterodimeros compuestos de
subunidades de Jun, Fos o ATF que se unen a un sitio comun en el ADN (sitio
de union de AP-1) (Karin y col, 1997). Los resultados del presente trabajo
indican un aumento de la expresiéon de C-JUN pero no de C-FOS ni de ATF2,
al mismo tiempo, se observo un aumento de las formas fosforiladas p-C-JUN
y p-ATF2, muy significativo en este ultimo caso; lo que condujo a un aumento
de la relacion p-ATF2/ATF2 sin cambio en la relacion p-C-JUN/C-JUN. Esto
concuerda con la bibliografia que indica que a diferencia de c-JUN y c-FOS,
la expresion de ATF2 es constitutiva y su actividad esta regulada por fosfo-
rilacién (Karin y col., 1997). Ademas, es importante destacar el hecho que
la fosforilacion de estos factores de transcripcion es critica para regular la
expresion de genes blancos. No obstante, falta demostrar fehacientemente
y mediante experimentos apropiados, que ambos factores de transcripcion
estarian interactuando entre si para formar el heterodimero C-JUN/ATF2
y de esta forma interaccionar con el sitio AP-1 de las regiones promotoras
de GST y MRP2. A favor de esta posibilidad, se sabe que la formacion del
heterodimero C-JUN/ATF2 prevalece ante los homodimeros C-JUN/C-JUN
0 ATF2/ATF2 y que la heterodimerizacion de ATF2 con C-JUN es critica para
la localizacién nuclear y la actividad transcripcional de este complejo (Liu
y col., 2006), a la vez que fue descripto que dicho heterodimero se une al
propio promotor de C-JUN formando asi un bucle de autorregulacion positivo
(Whitmarsh y col, 1996). Finalmente, las diferentes quinasas son extremada-
mente especificas y estan implicadas en la activacion de AP-1 a través de la
fosforilacion de diferentes sustratos. En este sentido, se pudo comprobar que
la fosforilacion de ATF2 es dependiente de PKA, dado que fue bloqueada por
el pre-tratamiento con H89 y que la forma fosforilada fue reconocida por el
anticuerpo especifico anti-sustratos fosforilados por PKA. Por ende nuestra
hipotesis, en base a nuestros resultados y a la evidencia previa, es que la acti-
vacién de ATF2 dependiente de su fosforilacion, que parece estar regulado
por PKA, puede desempefiar un papel importante en la respuesta génica de
GST y MRP2 por propiciar la induccion de la expresion de C-JUN e interac-
tuar conjuntamente con este sobre los respectivos sitios AP-1.
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En conclusion, GST y MRP2 de origen humano son inducidos por GLP-
2 a nivel transcripcional, a través de la via AMPc-PKA y esto podria estar
mediado por un mecanismo dependiente de factores de transcripcion de la
familia AP-1.

APLICABILIDAD POTENCIAL DE LOS PRESENTES HALLAZGOS:
La aplicabilidad clinica de los resultados se garantiza por ser el modelo
de células Caco-2 ampliamente aceptado como emulo del epitelio intesti-
nal humano y porque reafirmarian la utilizacion de GLP-2 como estrategia
terapéutica novel para promover la regeneracion de la estructura intestinal
y acondicionar el epitelio intestinal para rechazar selectivamente sustancias
nocivas.

NOTAS:

— Parte de los resultados del presente trabajo fueron presentados en la
reunion anual de la Sociedad Argentina de Fisiologia, realizado en
Rosario el 4 y 5 de octubre de 2012. Titulo y autores de la presentacion:
“Induccion de la proteina asociada a resistencia a multidrogas 2 (MRP2)
por enteroglucagon tipo 2 (GLP-2) en células caco-2”. Villanueva S, Arias
A, Perdomo VG, Rigalli JP, Ruiz ML, Luquita MG, Catania V, Mottino AD.

— Actualmente, con el fin de consolidar el presente trabajo, se estan ejecu-
tando experimentos apropiados que tienen como objetivo demostrar la
interaccion c-JUN/ATF2 y su union al sitio AP-1 de las regiones promoto-
ras de los genes GSTy MRP2.

ABSTRACT

In this work, we demonstrate that the treatment of Caco-2 cells, an in
vitro model of intestinal epithelium, with GLP-2 (human recombinant, 10 uM)
for 48 hs is capable of inducing the expression and activity of intestinal gluta-
thione transferase (GST) a class and multidrug resistance-associated protein
2 (MRP2; ABCC2) of human origin. The increased levels of mMRNAs of these
systems further suggest regulation at the transcriptional level. Mechanisti-
cally, it was observed that the treatment of Caco-2 cells with GLP-2 leads to
an increase in intracellular cAMP, thus implicitly indicating adenylate cyclase
(AC) activation. In this regard, complementary experiments showed that
coordinate regulation of GST a class and MRP2 by GLP-2 is mediated by
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increased cAMP, since treatment of cells with the permeable cAMP analog,
DB (dibutyryl cAMP, 10 uM for 48), was able to reproduce MRP2 and GST
induction by GLP-2. The participation of PKA, main target of cCAMP, was dem-
onstrated since such inductions were blocked by pre-treatment of the cells
with the specific inhibitor H89. Pathways downstream of AC-PKA activation,
which leads to the transcription of target MRP2 and GST genes, are unknown,
but may involve the participation of certain transcription factors. Based on our
results and previous evidence, we postulate that ATF2 activation, which is
dependent on its phosphorylation, that appears to be regulated by PKA, may
play an important role in the response of GST and MRP2 genes by promot-
ing the induction of c-JUN expression and interacting together with c-JUN on
the respective AP-1 sites. In conclusion, GST and MRP2 of human origin are
induced by GLP-2 at a transcriptional level, through the cAMP-PKA pathway,
and this could be mediated by a mechanism dependent on AP-1 transcription
factors family. The clinical applicability of these results is guaranteed since
Caco-2 cells are widely accepted as emulate of human intestinal epithelium,
and because our results reaffirm the use of GLP-2 as a novel therapeutic
strategy to promote regeneration of the intestinal structure, thus conditioning
the intestinal epithelium to selectively reject harmful substances.
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