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RESUMEN

El cdncer mamario, neoplasia maligna caracterizada por la multiplicacién
desordenada e incontrolada de las células en algin sitio de la glandula mamaria, es
mortal si no se atiende en forma oportuna. La alfa-fetoproteina (AFP), glicoproteina
sintetizada por el feto y presente en el plasma de embarazadas, es un factor capaz de
reducir significativamente el riesgo de cancer mamario en mujeres embarazadas . Un
ciclononapéptido {(cP), disefiado en base a la secuencia de aminoacidos que
determinan la actividad protectora de AFP, detiene la proliferacion de células
tumorales humanas en culfivo, inhibe la accién uterotréfica de estradiol y bioquea ei
desarrollo de tumores marmarlos estrégeno-dependientes xeno-implantados en ratones
inmunodeficientes. En esta tesis, empleando la linea celular MCF7 como modelo de
célula tumoral mamaria, se analiz6 en un sistema libre de suero, los efectos
antagénicos de cP frente a diferentes estimulos mitogénicos, El objetivo fundamental
del trabajo fue elucidar los mecanismos por los cuales el ¢P desencadena su efecto
inhibitorio sobre la proliferacion.

Los experimentos realizados en esta tesis sefialan que la presencia del cP no
afecta la expresién ni distribucién del receptor de AFP (AFPRY), sugiriendo que la
accion del ciclopéptido no involucra unién a este receptor. Con el fin de evaluar una
via alternativa al AFPR, se analizé la expresion del factor de crecimiento epidermal 2
(EGFR2 o HER2) frente a estimulo constante como a pulsos de EGF; en ambas
condiciones, el cP disminuyd considerablemente la expresion de este receptor,
sefialando que el mecanismo inhibitorio del cP se relacionaria con la via de
senalizacién de HER2. En estas condiciones EGF aumentd la expresion de quinasas
reguladas por sefial extracelular - ERK1/2- (MAPK), comprobando una relacién entre
la activacion de EGFR y la via de MAPK. Determinamos que el cP provocd, a tiempos
tempranos de estimulacién, una menor activacidn nuclear de MAPK, indicando que cP

interfiere con la modulacién de factores transcripcionales. Con el objeto de asociar




nuestros resultados con el arresto del ciclo celular, se analizé la expresion de proteina
quinasa C d (PKC d), bajo idénticas condiciones, se observo que la presencia del cP
logré estimular la expresién de esta proteina quinasa, indicando que existe una
relacién entre la inhibicién de la proliferacién por presencia dle cP y la extension del
ciclo celular a través de un aumento en la expresion de PKCd, lo que a la postre causa

una disminucion en el tiempo en el ndmero de células MCF7 en cultivo.
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ABSTRACT

Mammary cancer is a malign neoplasy characterized by an unordered and
uncontrolled cell multiplication in the mammary gland, being mortal if not treated
opportunely. The glicoprotein alpha-fetoprotein (AFP), that is sintetized by the fetus
and present in the plasma of pregnant women, significantly reduces the risk of
mammary cancer in this group of women.

A cyclopeptide (cP), designed on an eight aminoacid sequence of the site with
protector activity of the AFP, stops proliferation of tumor cells in culture, inhibits the
uterotropic action of estradiol and blocs the growth of estrogen-dependent mammary
{umors xenografted in to inmuncdeficient mice.

In this thesis, using the cell line MCF7 as a mammary tumor cell model, the
antagonic effects of cP were analyzed, as opposed to different mitogenic stimuli on cell
proliferation were analized. The main objective of this work was to elucidate the
mechanisms by which cP exerts its inhibitory action on cell proliferation.

The experiments done in this thesis indicate that the presence of cP does not
affect the expression nor the distribution of the AFP receptor (AFPR), suggesting that
the action of the cyclopeptide does not involucrate union to this receptor.

To evaluate an alternative pathway to AFPR, the expression of HerBb2 in
response to constant stimuli and to EGF pulses was analyzed. in both conditions cP
considerably diminished the expression of this receptor, indicating that the inhibitory
mechanism of the peptide would be related to the HER2 signalling pathway. In this
conditions EGF enhanced the expression of ERK1/2 (MAPK)}, proving demonstrating a
relation between EGFR activation and the MAPK pathway. In the presence of cP a
lower nuclear activation of MAPK was seen, indicating that it intetferes with the
modulation of transcriptional factors. To associate our resuits with cell cycle arrest, the

expression of PKCd under the same conditions was analyzed, finding that cP
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stimulated the expression of this protein and indicating a relation between the inhibition
of proliferation by cP and the extension of the cell cycle through an increase in PKCd
expression. As a consequence of this there is a diminution in the number of MCF7 cells

in culiure.
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INTRODUCCION

En nuestros dfas, el cancer de mama ocupa un [ugar preponderante a nivel
mundial como causa de enfermedad y muerte en mujeres aduitas. En algunos paises
tiene una alta incidencla, mientras que en ofros se presenta en forma algo méas
esporadica. En todo caso, es un tipo de cancer que de detectarse en forma temprana,
puede ser detenido en su progresi6n. Sus signos y sintomas comienzan con
abultamiento en la mama, sangramiento o flujo en el pezén, la mama se ve enrojecida
e inflamada, cambiando su forma y contornos. En la actualidad, el agente tamoxifeno
es ampliamente usado para el tratamiento de céanceres de mama que responden a
estrégeno y ha suministrado significativos bensficios a mujeres con dicha enfermedad
(Fisher B. y col. 1989). Sin embargo, existen problemas conectados con el uso clinico
de dicho agente, debido a que no todos los tipos de cancer de mama son sensibles a la
droga y, peor adn, un porcentaje considerable de mujeres cuyos tumores responden
inicialmente a tamoxifeno, experimentan recurrencia durante el traiamiento debido a
que aparentemente el tumor ha adquirido resistencia a la droga (Fisher B. y col. 1998).
Otro de los efectos no deseados es el incremento de la incidencia de céncer uterino en
pacientes que son tratadas con tamoxifeno.

La alfa-fetoproteina (AFP) es una glicoproteina de 590 aminoacidos producida
durante el embarazo por el saco vitelino y el higado fetal, constituyendo la principal
proteina presente en el plasma fetal durante la gestacién (Crandall B. y col. 1981),
ademas se encuentra en niveles elevados en el suero de las mujeres embarazadas. Ei
nivel de la proteina en Ia circulacién de! feto es muy alto (1-10 mg/mi), y disminuye
abruptamente después del pario. Al término del segundo mes postparto, solo
cantidades trazas de AFP se detectan en la circulacién del infante, siendo sustituida
completamente-por la albimina sérica (HSA) (Dudich E. y col. 1998). Durante el
embarazo, la alteracion de los niveles normales de AFP en la circulacion materna

indica complicacién en el embarazo, por lo que se considera a AFP como un marcador




del bienestar fetal. A excepcién del embarazo, sdlo ciertos tumores hepaticos y
testiculares producen altas concentraciones de alfa-fetoprotefna, por lo cual se la
reconoce como indicador clinico temprano de tumores en humanos (Abelev y col.
1963; Tartarinov y col 1963; Brock y Sutcliffe. 1972). AFP tiene un peso molecular de
alrededor de 69 kDa y tiene un 39% de homologia en la estructura primaria con la

seroalbumina (Savickiene J. y col. 1998).

Se ha propuesto que la estructura terciaria de AFP contiene al menos tres
dominios, basados sobre su patron de uniones distlfuros (Morinaga T. y col. 1983).
Mediante herramientas de biologia molecular se ha analizado la molécula de AFP en

sus dominios y subdominios (Fig. 1A).
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Figura 1A. Estructura primaria, dominios y subdominios de AFP.




Estudios de unién con curvas de saturacién tipo Scatchard en células de cancer
de mama humano (MCF7), han sugerido la presencia de un receptor especifico de
superficie para AFP. Estos andlisis revelaron la presencia de por lo menos dos sitios de
unién de atta afinidad, con Kd de 107° y 10 M, con 2,000 y 135,000 sitios por célula,
respectivamente (Villacampa M. y col. 1984}.

Las funciones de la proteina parecen estar relacionadas con cambios
conformacionales que son inducidos por la unién de varias moléculas (Deutsch H. y
col. 1991). Una novedosa funcién para [a AFP fue descubierta al incubar soluciones de
ésta con estradiol (Allen S. y col. 1993, Jacobson H. y col. 1990, Mizejewski G. y
col.1983): se determind que el esteroide induce un cambio conformacional en la
protefna (Festin S. y col. 1999), como se evidencié por un cambio en el espectro UV.
Se piensa que este cambio esta relacionado con la re-exposicién de amino acidos
aroméaticos en la estructura terciaria (Jacobson y col. 1989). Se observéd también en
ratén inmaduro que el crecimiento uterino estimulado por estrdgeno, se inhibe cuando
la AFP tanto de ratén (rAFP) como de humano (hAFP), se agrega previamente a [a
administracién de estradiol (E2) (Mizejewski G. y col. 1983; 1985). Se propuso que s0lo
una porcién de la molécula de AFP esté involucrada, ya que el bolsillo de unién a
estrégeno se localiza en el tercer dominio de AFP. El cambio conformacional generaria
en la proteina un mayor efecto inhibitorio del crecimiento que el mostrado por la
proteina no tratada (Mizejewski G. y col. 1983, Festin S. y col. 1999). La acci6n
inhibitoria del crecimiento ejercida por AFP se ha encontrado en céncer de mama
(Jacobson H. y col. 1990) y en Utero de ratén inmaduro (Allen S. y col. 1993), efecto
que depende de la unién previa al ensayo, del estrégeno y la proteina. Las
propiedades de AFP transformada se podrian relacionar con la observacion
epidemioldgica de que AFP otorgaria proteccién contra el cancer de mama a las
mujeres que han parido, proteccién que se manifiesta hasta muchos afios después del
episodio fértil (Albrektsen G. y col. 1995, Melbye M. y col. 2000, Richardson B. y col.
1998).




Debido a que la induccidén de la actividad inhibitoria de AFP requiere E2, es
razonable pensar que esta actividad depende del bolsillo en una regién de la proteina
que une al estrégeno. Se determiné que estradiol se une al dominio il AFP (Festin S. y
col. 1997; 1999). Basados en estas observaciones, se produjeron péptidos que
contienen el subdominio activo del dominio lll, empleando sintesis peptidica en fase
sblida. Se elaboré primero un péptido de 34 residuos de aminodcidos
(LSEDKLLACGEGAADIIGHL CIRHEMTPVNPGY) de 3573Da (equivalentes a los
amino acidos 447 al 480), el cual mostré actividad inhibitoria (Mizejewski G. y col.
1996). El péptido sintético fue evaluado en diferentes bicensayos, incluyendo
determinaciones enzimaticas basadas en procesos dependientes de estrogeno. Los
bioensayos incluyeron dos modelos in vivo relativos a crecimiento uterino de roedores
y sistemas de cultivo de células de cancer de mama humano (T47D y MCF-7).
Posteriormente se informé que un ciclononapéptido, derivado de los amino 4cidos 472
al 479 de la AFP (Fig. 1B), correspondiente a la regién carboxilo terminal del péptido de
34 residuos de aminoacidos, contiene la secuencia minima requerida para expresar la

actividad antiproliferativa y antitumorigénica que expresa la proteina completa.
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Figura 1B. Esiruciura del ciclopéptido (cP) utilizado en esta tesis.




Mesfin y col. sintetizaron primero la forma lineal del péptido, EMTPVNPG,
demostrando que esta es la secuencia minima necesaria con actividad oncostatica
(Mesfin F. y col. 2000). La ciclacién de esta molécula produjo una molécula con gran
actividad, sin efectos negativos (sin toxicidad) y muy estable (Mesfin F. y col. 2001).

En nuestro laboratorio, usando cultivos de células MCF-7 y ZR-75-1 de cancer
de mama humano (Sierralta y col. 2006) hemos demostrado que bajas concentraciones
del ciclopéptido (cP) inhiben la proliferacion estradiol-dependiente. Asimismo se ha
observado que el cP aminora el crecimiento de tumores mamarios de células humanas
con receptores de estrégenos (ER+), xenoimplantados en ratones inmuno-deprimidos
(DeFreest L. y col. 2004), incluso cuando las células tumorales implantadas eran
resistentes a tamoxifeno (Bennett J. y col. 2002). Ademas, el cP inhibe el crecimiento
uterino inducido por tamoxifeno o por estrégeno, “efecto antiuterotrofico” (Bennett J. y
col. 2002, Mesfin F. y col. 2000; 2001). A diferencia de la situacién con alfa-
fetoproteina, el ¢P no requiere tratamiento con estrégeno antes de su aplicacién en
sistemas biolégicos.

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs, G Protein Coupled
Receptors) constituyen la mayor superfamilia de receptores de superficie. El
descubrimiento de que algunas mutaciones de GPCRs que los activan de manera
constitutiva se relacionan con ciertas formas de neoplasia, sugiri6 el potencial
oncogénico de los GPCRs. En muchos casos los efectos oncogenicos se ejercen a
través del control de quinasas reguladas por sefales extracelulares (ERK, extracellular
signal-regulated kinases), enzimas pertenecientes a la familia de proteinas quinasas
activadas por mitdgenos (MAPK, mitogen-activated protein kinases). La cascada de
sefalizacion de ERK1/2 ha mostrado ser un regulador critico de la proliferacion,
diferenciacién, homeostasis, funcién neuronal y fisiologfa celular. En muchos casos, la
activacién de ERKs por GPCRs se asemeja a la sefalizacion empleada por los

receptores con actividad tirosina quinasa para factores de crecimiento, como son el




receptor para el factor de crecimiento epidérmico (EGF, epidermal growth factor) o el
receptor para el factor derivado de plaquetas (PDGF, platelet-derived growth factor).

La expresion y actividad del receptor de crecimiento epidermal (EGFR, tambien
llamado ERBB o HER) se ha relacionado con la migracién, invasion, y metastasis
celular (Kondapaka S. y col.1997). La union de EGF o de TGFa al dominio extracelular
de EGFR provoca activacion de la tirosina kinasa citoplasmatica, experimentando
autofosforilacion y produciendo el reclutamiento de efectores rio abajo, incluyendo vias
de senalizacion PI3-K, Ras-Raf- proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK;
ERK 1/2), y proteina quinasas C (PKC), entre otras (Hackel P. y col. 1999, Sweeney C.
y col. 2001). Todas estas vias estan involucradas en la regulacién de la proliferacion
celular mediada por EGFR, la secrecién de proteasas, y la migracion celular (Genersch

E. y col. 1998, Kondapaka S. y col. 1997) (Fig. 2).
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Figura 2. Organizacién y funcion de EGFR-Raf-Ras-MAPK.
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La proliferacion celular maligna de mama es atribuible en parte a la actividad
aberrante de las vias de transduccion de sefiales que promueven el crecimiento. Las
PKC son isoformas de la familia serina/treonina kinasa con amplia distribucion tisular y
que participan en diversas vias de transduccion de sefales, regulan importantes
procesos celulares como proliferacion, diferenciacion, y apoptosis. La sobre-expresion
y el aumento en la actividad de PKC ha sido sujeta a estudios comparativos de cancer
de mama humano {O'Brian C. y col. 1989, Gordge P. y col. 1996). Un mecanismo por
el cual PKCs influye en la regulacién es a nivel de la transicion G1/S modulando los
inhibidores de quinasas dependientes de ciclina {CDKs). Se ha demostrado que PKCd
regula las transiciones G1/S y G2/M (Black J. y col. 2000, Gavrielides M. y col. 2004),
sugiriendo un alto nivel de complejidad en la regulacion de eventos rfo abajo de ésta.
La sobre-expresion de PKCd ha sido asociada con inhibicion de la proliferacion, arresto
del ciclo celular, aumento de la diferenciacion, y apoptosis acelerada en varias lineas
celulares. (Mischak H. y col. 1993, Harrington E. y col. 1897, Savickiene J. y col. 1999).

El objetivo central de esta tesis fue estudiar los mecanismos mediante los
cuales el ciclopéptido ejerce su accién antiproliferativa en células tumorales estrégeno-
dependiente en cultivo. Para ello se usé la linea celular MCF7 como modelo de célula
tumoral mamaria. También fue parie de esta tesis evaluar el rol que juega el receptor
de alfafetoproteina (AFPR) en la accion antiproliferativa del cP. Este receptor tiene
afinidad compartida por su ligando AFP y para alblimina. Dado que seroalbimina
es uno de los factores presentes en mayor proporcién en el suero, se procedid a
adaptar las condiciones de cultivo para MCF7, utilizando medios de cultivo libres de
suero. Como no se observo participacion de AFPR en la accién antiproliferativa de cP,
se analizaron vias alternativas de accion, en especial la via de sefalizacién de HER2
(EGFR2), que esta intimamente relacionada con la cascada de sefalizacion de MAPK
y ademas involucra la via de sefializacién de PKC. Pusimos especial énfasis en PKCd,
la que es capaz de causar un arresto del ciclo celular, necesario para manifestar la

accién antiproliferativa de ¢P sobre células tumorales mamarias MCF7.




HIPOTESIS

Basandose en [a informacion presentada, se posiula que:
En células estrogeno-dependientes, un ciclopéptido que posee actividad anti-oncética,
actuaria mediante unién a un receptor de membrana, desencadenado una cascada
intracelular de sefiales que interrumpen la proliferacién celular y por lo tanto el
crecimiento de tumores mamarios estrogeno-sensitivos, similares a los

xencimplantados en animales con inmunodeficiencia.

OBJETIVO CENTRAL
Empleando cultivos de células MCF7, lograr dilucidar [a ruta inicial empleada
por el ciclopéptido en su accién antiproliferativa, de manera que a mediano plazo este

compuesto pueda ser aplicado en estudios pre-clinicos.

OBJETIVOS ADICIONALES

Analizar el posible rol que juega el receptor de alfafetoproteina (AFPR) en la
accién antiproliferativa o antimitogénica de cP sobre células MCF7 en cultivo.

Debido a que AFPR tiene afinidades tanto por su ligando AFP como por
albiimina y dado que seroalbumina es un factor presente en alta proporcion en el
suero, se debera reformular las condiciones de cultivos para MCF7, utilizande medios

de cuitivo libres de suero.




MATERIALES Y METODOS

1. Anticuerpos

Anti-AFPR, ratén igG 2A, Abcam, ab 8276-100

Anti-AFP, ratdn IgG 1-kappa, Zymer Laboratories, 18-0003
Anti-HER2 (Neu 9G6) de ratén, Santa CruzBiotechnology, SC-08
Anti-MAPK (p44,p42) de conejo, USBiological, C5120155
Anti-PKCd de raton, Transduction Laboratoties, P36520.

Anti-lgG de ratén, molécula completa, conjugado a FITC, Santa Cruz Biotechnology,
SC-2010

Anti-lgG de conejo, conjugado con Cy2, Jackson-Laboratorios, 111-225-144.
2. Factores y Hormonas

Albtimina de suero de bovino {(pH 7.0), Winkler BM-0150

Estreptomicina, Laboratorio Bestpharma 20001105

Factor de crecimiento epidermal recombinante, Sigma E-4127

Insulina, Transferrina, Selenio (ITS), Gibco 41400-045

Penicilina G. Sédica, Laboratorio Chile 22866

Suero Fetal Bovino (SF), Gibco BRL 1600-044

4, Medios

Dulbecoo's Modified Eagle's Medium (D-MEM)/ Nutrient Mixture F-12 Ham, Sigma-
Aldrich D2906

Minimum Essential Medium Eagle (MEM-E), Sigma M-3024

5. Enzimas

Tripsina de pancreas de bovino 1:250 (EC 3.4.21.4), Sigma T-0646

6. Tampones bioldgicos

PBS: 15mM KH2P0O4, 81mM Na2HPO4, 1,4M NaCl, 27mM KCL, pH 7,4.
TBS: 0,14M NaCl, 2,68mM KCL, 25mM Tris base, pH 8.

7. Reactivos Quimicos

Acetalo de uranilo




Acetona p. a., Merck, 100014

Acido clorhidrico fumante 37% p. a., Merck 113386

Acrilamida, Sigma A-9099

Azul de bromofenol, USB, US12370

Bis-benzimida (Hoechst 33342) Trihydrochloride, Sigma B-2261
Citrato de plomo, Eastman 11534

Clorure de Sodio {NaCl}, Merck 101540

Dimetilsulféxido (DMSQ), Sigma D-5879

3,3' diaminobenzidina, Sigma D-5905

Etanol absoluto, p. a. Merck 1.00983

Formaldehido 37%, Merck 6404

Glicina, Sigma G-7126

Glutaraldehido, 25% Sigma G-5882

Hidrdxido de Potasio (KOH}, Merck 105021

Hidréxido de Sodic (NaOH), p. a., 106495

L-glutamina, Sigma G-3126

LR-Gold, Londan Resin Company Lid 14371

Marcadores de P.M. de proteinas pretenidos, Amersham RPN800
Medio de Montaje acuoso con agente anti-fading, Biomeda, M01
Metanol, TCL

Negativos Kodak 4489

Perdxido de benzoilo, Sigma B-5907

Paraformaldehido, Merck 104005

Piruvato, sal de sodio, Sigma P-2256

ProteoExtract (Subcellular Proteome Extraction Kit}, Calbiochem 539790
Tris (Trizma), Sigma T-1503

Western Lightning chemiluminescence, kit de deteccion. Perkin Eimer, NEL103
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8. Otros:
HAES, poli-hidroxi-etit almidén 6%, Fresenius Kabi Deutschland GmbH.

Insertos bicamerales Transwell, Costar MC 3460

PDVF, membranas para inmunoblots, BioRad, Cat. 162-0176

1. Cultivos Celulares
1.1 Tipo celular
MCF-7

Es una iinea celular de cAncer de mama que mantiene las caracteristicas del
epitelio diferenciado original incluyendo su capacidad de unir estradiol a través de
receptores intracelulares de estrégeno (Brooks y cols 1973) (Levenson y Jordan 1997).
Reaccionan en inmunocitoqufmica e inmunohistoquimica con anticuerpos de
citoqueratina (CK) 17, 18 y 19, mucina y el antigeno especffico de superficie (ESA).

Fue adquirida de la American Type Culture Collection (ATCC).

1.2. Condiciones de cultivo.

El medio de cultivo utilizado para cada tipo celular es indicado en [a tabla 1. L.as
células son sembradas a densidades variables {aprox. 7000 células/cm2), como se
indica en cada caso y segtin el experimento realizado.

El medio de cultivo se cambia cada 3 dias, previo lavado con PBS. Las células son
cultivadas en incubador a 37°C, con atmdsfera controlada conteniendo 5% de CO2.

Tabla 1. Composicion de los medios de cultivo.

Tipo Medic | % yorigen | Otros suplementos* Caracteristicas generales
Celular | base de Suero de las células
MCF-7 | D-MEM | 10%% suero | HAES 3% Forma redonda
Fi2 fetal bovino | ITS fibroblastoide,
Ham (SF) Sigma crecimiento aislado y en
clusters.
~40 um de diameiro
MCF-7 | MEM-E | 10% suero | Piruvaio imM, Forma redonda,
fetal bovino | Glutamina 2mM crecimiento en clusters.
(SF) Sigma ~40 um de diametro.

*Todos los medios son suplementados con penicilina y estreptomicina 0,1% viv
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1.3. Subcultivo de células

Para subcultivar células que han alcanzado niveles cercanos a confluencia, las
células se liberan de la placa mediante un tratamiento suave {por 7 a 10 minutos a
37°C) con una solucidon de tripsina-EDTA en PBS {0.25% tripsina, 70mM EDTA). El
efecto de tripsina-EDTA se bloguea por adicién de dos volimenes de medio de cultive
completo. Tras centrifugar a 500x g durante 10 minutos a temperatura ambiente, el
pellet se resuspende en el medio correspondiente y las células se siembran a las

densidades indicadas en cada caso.

1.4. Recuento y viabilidad celular

El nimero de células se determina mediante recuento en hemocitdmetro
(cdmara de Neubauer). Las células son tefiidas con azul tripan, lo que permite
reconocer células vivas (refringentes) de células muertas (tefidas de azul).

2.0 Curva de proliferacién de células MCF7 en presencia de estimulos
mitogénicos y cP.

Células MCF7 son sembradas en baja densidad (entre 6800 y 7900
células/cm2) usando D-MEM F12 Ham o MEM-E sin rojo fenol como medio de cultivo,
con antibidticos, 10% SFB. Tras 96 horas, se determina el porcentaje de células
adheridas, a fravés del conteo de células de un set de pozos (tiempo 0) y
comparandose con el nimero inicial de células sembradas.

Las células sembradas en medio DMEM F12 se cambiaron a medio libre de suero
bovino (pero con insulina, transferrina, selenio y 3% aimidén polihidroxilado) 24h antes
del tratamiento con HSA (0.5%), 5%SFB, 5%STT, E2 (2nM final), EGF (Sng/ml), TGFa
{10ng/ml) en presencia o ausencia de cP (2ug/ml). Al final de los experimentos, las
células fueron lavadas, tripsinizadas y contadas. La viabilidad superd siempre el 93%

seglin azul tripan. Todos los resultados provienen de determinaciones en iriplicado.
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3.0 Extraccion diferencial de proteinas

Células MCF7 son sembradas en alta densidad (aprox. 3200 células/cm2)
usando D-MEM F12 Ham 10% SFB como medio de cultivo, con antibidticos. Tras 96h,
las células son cambiadas a medio libre de SFB (con insulina, fransferrina, selenio y
3% almidén polihidroxilado), y mantenidas 24h en esta condicién. Antes de la
extraccién, las células son tratadas con D-MEM F12 Ham y por 5min con buifer de
lavado del kit de exiraccién de proteinas Proteo Extract (S-PEK Kit) de Calbiochem a
4°C. Luego, las células se tratan a 4°C consecufivamente con los tampones de
extraccion I, Il, 1l y IV por 10, 30, 10 y 10min respectivamente, recolectando los
sobrenadantes en tubos rotulados para después congelarlos a -20°C. Los tampones de
extraccion I, 11, Il y IV, permiten extraer proteinas presentes en las fracciones
citoplasmatica, de membrana y organelos, nuclear, y de citoesqueleto respectivamente.
3.1  Precipitacion de proteinas de extraccion con detergentes mediante
acetona.

Se agregaron 8 volimenes de acetona deshidratada fria por volumen de las
alicuotas provenientes de la exiraccién de fracciones celulares indicada arriba,
precipitando las proteinas y otras macromoléculas a -20°C por 1h, posteriormente se
centrifugé a 13.000 xg por 10min a temperatura ambiente. Luego de descartar los
sobrenadantes y desecar los sedimentos (vacio), se disolvieron fas muestras en

volumenes pequenos de tampoén A (50nM Tris pH 7,4, sin SDS)

3.4. Dotblot

Diluciones de las muestras a estudiar (11l de extracto diluido 2, 4, 8 y 16 veces
con tampén A) se aplicaron sobre membranas de Nitrocelulosa (NC). Los sitios de
unién en la membrana se bloquearon con leche descremada al 5% en buffer A por
15min a temperatura ambiente, luego se incubd por 1h con anticuerpo primario anti-

AFPR (1:300) diluido en solucidn de bloqueo. Luego de lavar exhaustivamente con
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buffer A e incubar por 1h con anticuerpo secundario (ig-G anti conejo} marcado con
peroxidasa (POX) a dilucién 1:2000, las membranas se lavan copiosamente con buffer
A para finalmente agregar el sustrato de POX (solucién de 3,3' diaminobenzidina en

TBS y H202, filtrada), dejando desarrollar por 15min.

3.5. Expresion de AFPR por Western Blot

Los extractos provenientes de muestras de extraccién diferencial de proteinas
(procedimiento de obtencion descrito en la seccién anterior) fueron tratados bajo
condiciones no desnaturantes ni reductoras, para lo cual se utilizé un tampon simple
(300mM Tris-HCl con 50% de glicerol y conteniendo como indicador azul de
bromofenol al 0.004%). Se aplicaron 40ul de volumen de muestra por carril en un gel
de poliacrilamida al 10%, efectuando la separacion electroforética a temperatura
ambiente, aplicando una corriente constante de 30mA, empleando el tampon simple sin
indicador como tampén de corrida. La transferencia electroforética a una membrana de
PDVF se efectué a 4°C, empleando una camara de transferencia con tampén 50mM
Tris, 190mM glicina, 20% metanol, durante toda la noche y aplicando un potencial de
30V. Luego de bloguear con una solucién TBS (50mM Tris-HCI, 150mM NaCl)
conteniendo 5% de leche descremada por una hora a temperatura ambiente, se lavé 3
veces con TBS (10min cada vez) e incub6 con anticuerpo primario (anti-AFPR, 1:1000)
durante toda la noche a 4°C. Al continuacion se lavé 3 veces con TBS (10min cada
vez), se incubd con anticuerpo secundario (anti-lgG de conejo, conjugade a
peroxidasa), lavando nuevamente con TBS. Finalmente la membrana fue revelada
usando un kit de quimicluminiscencia ECL y, exponiendo a pelicula fotogréfica por 5 a

15min.

4, Inmunofluorescencia
Células MCF7 fueron sembradas en baja densidad (4200 a 5200 células/cm2
aprox.) sobre cubreobjetos usando D-MEM F12 Ham 10% SFB, con antibidticos. Tras

96h de proliferacién, las células fueron transferidas a medio libre de suero, conteniendo
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insufina, transferrina, selenio y 3% almidén palinidroxilado. Después de 24h en estas
condiciones, las células fueron estimuladas con EGF (5ng/ml) en presencia o ausencia
de cP empleando exposicién continua a EGF o bien pulsos de éste de corta duracién
(5min). A continuacién las células se lavan con medio fresco (MEM F12 Ham) vy fijan
por 20min usando metanol absoluto a -20°C. Previo a la inmunofluorescencia indirecta,
las células son lavadas con PBS (2 veces, 5min) y son bloqueadas con BPBS. Luego
de incubar con anticuerpo primario por 1h a temperatura ambiente (RT) y lavar con
BPBS (3 veces), s¢ incubd con anticuerpo secundario marcado con FITC (o Cy2) por
1h a RT. Luego de lavar con BPBS (3 veces), se tifieron los niicleos con bis-benzimida
(Hoechst 33248, 1pg/ml, 1min de incubacion), para finaimente montar sobre
portaobjetos utilizando medio de montaje antifading (Biomeda Crystal), Las muestras
son observadas bajo microscopio de epifluorescencia Zeiss Axioskop, utilizando
parametros fijos de la camara ccd e iluminacién y manteniendo idénticos parametros
de impresion para las imagenes presentadas.

5. Microscopia electronica de transmisién (MET)

(Por razones de fuerza mayor se paralizd ei trabajo con el microscopio electronico del
INTA a partir de Julio del 2006 y hasta la fecha, se describen algunos aspectos
técnicos para apoyar las iméagenes que se presentan més adelante con el fin de avalar
ideas en este documento y que fueran obtenidas por el tutor en el primer semestre).

Para la obtencién de material a analizar en el microscopio electronico de
transmision (MET), fue necesario fijar e incluir las muestras celulares en resinas
acrilicas, para permitir obtener, incubar y tefiir cortes ultradelgados, a inspeccionar y
fotografiar.

Cultivos de células MCF-7 se crecen sobre Transwell a razén de 10000
célsfunidad, empleando medio con 10% SFB , dejando incubar por 96h, luego se
cambia a medio STT por 24h, franscurrido ese tiempo las células son estimuladas con
2ug/mi ¢P por 5, 10min y 24h. Transcurridos los tiempos de incubacion, los transwell se
lavan 2 veces con PBS. Se fijan con 4% paraformaidehido depolimerizado,

(conteniendo 0.5% glutaraldehido en PBS, pH 7.5) por 30min a temperatura ambiente y
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luego se lavan 3 veces con PBS. Los transwell son deshidratados en etanol (alcohol en
PBS al 10, 30, 50 y 70%; 20min en cada mezcla) y finalmente se pasa a ETOH/LR-
Gold (2:1;1:1;1:2) y LR-Gold puro por 20min, y por ultimo, se incluye en capsulas de
gelatina conteniendo LR Gold con peréxido de benzoilo (0,8%) y se deja polimerizar en
frio, bajo vacié ligero. Los bloques se dejan curar durante 1-2 dias a temperatura
ambiente (TA) antes de cortar con un ultramicrétomo. Los cortes (70-80nm) se reciben
en grillas de oro cubiertas con pioloformo y se incuban de inmediato, las grillas se
flotan con el lado de los cortes hacia abajo sobre gotas de 0.1M glicina en PBS
(150mM NaCl, 10mm fosfato, pH 7.6) seguido por una incubacién de blogueo con 1%
ovo-albtimina en PBS (15min a TA cada uno). Las grillas se transfieren a la soluci6n
del anticuerpo anti-AFPR (en 1% ovo-albimina/PBS) en la que se incuban por 2h a TA.
Luego de varios lavados con PBS, las grillas se colocan sabre gotas de anticuerpo
secundario marcado con oro coloidal y diluido con ovo-albimina/PBS y se incuban por
30min a TA. Después de lavados exhaustivos con tampén y con agua, los cortes se

contrastan con acetato de uranilo y citrato de plomo.

Observacion y Fotografiado en TEM

Las muestras fueron inspeccionadas en un Microscopio electronico de
transmisién Phillips CEM 100 trabajando a 60 u 80 kV de aceleracién.

Las fotografias se obtuvieron a partir de negativos Kodak 4489 expuestos en
forma automética en el microscopio, los negativos son revelados y copiados siguiendo

procedimientos habituales para fotografia en blanco y negro.
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RESULTADOS

1. Analisis de efecto antiproliferativo de cP sobre cultivos de células MCF7 en
presencia de suero.

El objetivo central de estos experimentos fue evaluar el efecto inhibitorio de cP
sobre la proliferacién de células MCF7 cultivadas en un medio con suero y estimuladas

con factores mitogénicos.

1.1. Efecto de cP sobre la proliferacién de células MCF7 en medio con STT,
estimuladas con EGF y/o E2.

£n medio conteniendo 5% STT, se observa que cP provoca una disminucion en
la proliferacién de las células MCF7 estimuladas con E2. Esta inhibicion alcanza
valores de 67%, 44 % a las 48h y 72h de accién, respectivamente. Esta disminucién
provocada por la presencia de cP en la proliferacion celular estimulada por estradiol es
altamente significativa (Figura 3 y Tabla 2).

También en presencia de 5% STIT, cP provoca una disminucién en la
proliferacién de las células MCF7 estimuladas con EGF. La inhibicion alcanza valores
de 35% y 39% a las 48 y 72h respectivamente (Figura 4 y Tabla 3).

Asi, estos dos factores de naturaleza dispar estimulan la proliferacion de células
MCF7, presentandose un estimulo comparativamente mayor por parte de E2 que de
EGF; en ambas condiciones cP tiene la capacidad de inhibir significativamente la

proliferacion celular estimuladas por ellos.
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Tabla 2. Inhibicién de la proliferacién de células MCF7 por presencia de cP, cultivadas

en medio con SFB y estimuladas con E2.

Estimulo
tiempo E2 E2cP %Inhibicidn (")p<
48h (n) 24533 + 500 8033 £ 2500 67.3 0,005
72h (n) 44700 + 1607 25200+ 2309 43.6 0,001

Valores de inhibicidn de la proliferacién de células MCF7 obtenidos en la presencia de

¢P poseen significancia estadistica, utilizando el método de ANOVA.

3 Control
E2
3 E2+cP

Numero Células (x10°)

Figura 3. Curva de proliferacion de células MCF7 en medio con STT, estimuladas con

E2, en presencia 0 ausencia de cP.

Se sembraron 7900 céls/em2 en placa de 24 pozos, los cultivos se incubaron
durante 3 dias antes de la estimulacién con E2 y cP, segin se indica en Materiales y
Métodos.

Los valores graficados representan el nimero de nuevas células, descontado el valor

inicial del nimero celular (i=0; Input: 15967 +/- 551).
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Tabla 3. Inhibicién de la proliferacién de células MCF7 por presencia de cP en medio

con SFB vy estimuladas con EGF.

Estimulo
Tiempo EGF EGFcP %I{nhibicion (Jp<
48h {n) 16533+ 1803 10700+ 1607 36.3 0,005
72h (n) 30533+ 2179 18533 1322 39.3 0,001

Valores de inhibicién de la proliferacién de células MCF7 obtenidos en la presencia de

cP poseen significancia estadistica, utilizando el método de ANOVA.

Control
EE EGF
EGF+cP

Numero Células (x10°)

Figura 4. Curva de proliferacion de células MCF7 en medio con STT, estimuladas con

E2, en presencia o ausencia de cP.

Se sembraron 7900 céls/cm2 en placa de 24 pozos, los cultivos se incubaron
durante 3 dias antes de la estimulacién con EGF y ¢P, segln se indica en Materiales y
Métodos.

Los valores graficados representan el niimero de nuevas células, descontado el valor

Inicial del nimero celular {t=0; Input: 15967 +/- 551).
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2, Efecto inhibitorio de cP sobre la proliferacion de células MCF7 en ausencia de
suero.

Los siguientes experimentos tienen como objeto establecer un sistema de
cultivo con un sucedaneo de suero (HAES 3%= almidén polihidroxilado al 3%), para
evaluar el efecto antiproliferativo de cP sobre células MCF7, estimuladas con factores
mitogénicos en forma mas controlada.

2.1. Proliferacién de células MCF7 en medio con sucedéneo de suero,

estimuladas con EGF y/o E2,

En este experimento se comparé a tiempo fijo de 48h la proliferacion de células
estimuladas o no con E2 y/o EGF, con el objeto de analizar el comportamiento en
medio libre de suero. Se observé que respecto de la condicion sin estimulo (=100%)
estradiol provoca un aumento del 62% en la proliferacion, EGF uno de 106% vy la
combinacién un aumento aditivo de aproximadamente 163% (Figura 5 y Tabla 4). O
sea, en el medio disenado, los agentes mitogénicos E2 y EGF funcionan

adecuadaments.
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Tabla 4. Proliferacion de células MCF7 en un medio con sucedaneo de suero,

estimuladas con EGF y/o E2.
Estimulo
tiempo Control E2 EGF E2/EGF
48h (n} 22500+/-3500 36500+ 2784 46333+/-4508 58167+/-2309

Valores celulares de la proliferacion de cultivos MCF7 obtenidos en la presencia de E2

y/o EGF.
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Figura 5. Curva de proliferacion de MCF7 en un medio con sucedaneo de suero,

estimuladas con EGF y/o E2.

Se sembraron 7900 céls/cm?2 en placa de 24 pozos, los cultivos se incubaron
durante 3 dias antes de la estimulacion con EGF yfo E2, segln se indica en Materiales
y Métodos.

Los valores graficados representan el porcentaje de nuevas células, descontado el

valor inicial del nimero celular, el cual corresponde a 1 {t=0; Input: 22000 +/-2179).
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2.2, Efecto de cP sobre la proliferacion de células MCF7 en medio con sucedaneo
de suero, estimuladas con E2.

En condiciones libres de suero, la presencia de 2ug/ml cP provoca un descenso
en la proliferacién de células MCF7 estimuladas con estradiol. La inhibicién es
altamente significativa y alcanza valores de 26,5% (p<0.005) y 22,8% (p<0,001) a las
48 y 72 h respectivamente (Figura 6 y tabla 5).

Los resultados demuestran que en este sistema libre de suero, las células
mantienen la capacidad de proliferar por al menos 72h, lo que permite emplear esta
condicién de cultivo para determinar mas acotadamente efectos mitogénicos y su

inhibicién.
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Tabla 5. inhibicién de la proliferacién de células MCF7 por cP, cultivadas en medio con

sucedéneo de suero y estimuladas con E2.

Estimulo
Tiempo E2 E2cP %Inhibicién ()p<
48h (n) 36500 + 6171 26833 + 1756 28.5 0,005
72h (n) 85000 + 2000 74166 = 23863 22.8 0,001

Valores de inhibicién de la proliferacion de células MCF7 obtenidos en la presencia de

cP en medio sucedaneo de suero, poseen significancia estadfstica, utilizando el

método de ANOVA.
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Figura 6. Curva de proliferacion de células MCF7 en medio con sucedaneo de suero,

estimuladas con E2 en presencia o ausencia de cP.

Se sembraron 7900 céls/cm2 en placa de 24 pozos, los cultivos se incubaron
durante 3 dias antes de cambiar a medio con sucedaneo de suero por 24h, luego se
estimula con E2 y cP, seglin se indica en Materiales y Métodos.

Los valores graficados representian el nimero de nuevas células, descontado el valor

inicial del nimero celular (t=0; Input: 43333.3 +/- 1041).
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3. Efectos de la presencia de HSA en la accion antiproliferativa de cP sobre

células MCF7 cultivadas en medio libre de suero.

El siguiente grupo de experimentos tiene por objeto analizar el efecto de HSA
sobre la accion cP, en un sistema con sucedaneo de suero, para evaluar el efecto de
ésta Ultima a nivel de la proliferacion de células MCF7 estimuladas con factores

mitogénicos.

3.1. Efecto de cP sobre la proliferacién de células MCF7 en medio con
sucedaneo, estimuladas con E2 en presencia o ausencia de HSA.

Estos experimentos se efecluaron con el propdsitc de determinar si cP
mantiene su efecto inhibitorio sobre la proliferacion celular tras un estimulo con E2 en
presencia o ausencia de HSA.

Se agreg6 HSA debido a la idea que su presencia alteraria la respuesta celular
a cP, porque HSA y AFP pertenecen a una misma familia de proteinas con homologia
parcial y con afinidad hacia AFPR. En estos experimentos observamos que la
presencia de HSA no sélo no afectd la respuesta celular a cP, sino que fue de ligero
beneficio para las células al permitir alrededor de un 10% de incremento del nimero de
células en las condiciones de estimulo y tiempos estudiados. Al aplicar cP se observé
un similar y significativo efecto antiproliferativo en células estimuladas con E2 tanto en
presencia como en ausencia de HSA (p< 0,001). (Figura 7 y tabla6).

En otras palabras, en condiciones libres de suero, la adicion de HSA al 0,5% no

causa alieraciones en la capacidad antiproliferativa de cP.




25

Tabla 6. Inhibicion de la proliferacion de células MCF7 por cP, cultivadas en medio con

sucedaneo de suero con y sin HSA.

Estimulo %Inhibicién
Tiemp | E2 E2/HSA | E2Cp E2cP/HSA | cP cP/HSA ()p<
0
48h 40666+/- | 44000+/- | 30666+/- | 33166+/- 24,6 24.6 0,001
764 1527 2466 764
72h 51338+/- 56133+/ | 39500+/- | 43583+/- 23.1 23.5 0,001
1323 2566 2929 2466

(*) Para tanto cP como cP/HSA se obtuvieron niveles de significancia estadistica <0,001

Valores de inhibicion de la proliferacién de células MCF7 obtenidos en la presencia de
cP en medio sucedaneo de suero y HSA, poseen significancia estadistica, utilizando el

método de ANOVA,

601
E3 E2

E2+cP

3 E2+HSA
E2+HSA+cP
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Figura 7. Curva de proliferacion de células MCF7 en medio con sucedéneo de suero
conteniendo HSA, estimuladas con E2 en presencia o ausencia de cP.

Se sembraron 6800 céls/cm2 en placa de 24 pozos, los cultivos se incubaron
durante 3 dias antes de cambiar & medio con sucedéneo de suero por 24h, luego se
estimula con HSA, E2 y ¢P, segiin se indica en Materiales y Métodos.

Los valores graficados representan el niimero de nuevas células, descontado el valor

inicial del nimero celular (t=0; Input: 16667 +/-1041).
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3.2, Efecto de cP sobre la proliferacién de células MCF7 en medio con sucedéneo

de suero y HSA, estimuladas con EGF.

Estos experimentos se efectuaron con el propésito de determinar si cP
mantiene su efecto Inhibitorio sobre la proliferacién celular frente al estimulo con
5ng/ml EGF en presencia de HSA.

La figura 8 y tabla 7 muestran que cP inhibe significativamente la proliferacion
de células MCF7 en medio sin suero pero con HAES y HSA. La magnitud de la
inhibicion en células estimuladas con EGF es de alrededor del 31% tanto a las 48
como a las 96h (32% y 31% de inhibicion respectivamente; p<0,001).

En otras palabras, cP es capaz de inhibir la proliferacién celular,
independientemente de la presencia de HSA, en células estimuladas con E2 o con
EGF, esta capacidad inhibitoria no se ve alterada por la presencia de HSA en el medio

libre de suero.
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Tabla 7. Inhibicién de la proliferacion de células MCF7 por cP, cultivadas en medio

sucedaneo de suero con HSA y estimuladas con EGF.

Estimulo %Inhibicidén
tiempo | EGF/HSA EGFcP/HSA cP/HSA {Jp<
48h 18000+/-1893 12334+/-2516 31.5 0,001
96h 37500+/-2021 25834+/-1443 31.3 0,001

Valores de inhibicidn de la proliferacién de células MCF7 obtenidos en la presencia de

¢P en medio sucedéaneo de suero y HSA, poseen significancia estadistica, utilizando el

método de ANOVA.
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Figura 8. Curva de proliferacién de células MCF7 en medio con sucedéneo de suero y

HSA, estimuladas con EGF en presencia o ausencia de cP.

Se sembraron 6800 céls/cm2 en placa de 24 pozos, los cultivos se incubaron
durante 3 dias antes de cambiar a medio con sucedéaneo de suero por 24h, luego se
estimula con HSA, EGF y cP, segln se indica en Materiales y Métodos.

Los valores graficados representan el nimerc de nuevas células, descontado el valor

inicial del nimero celular (t=0; Input: 16333 +/- 2082).
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4. Efectos de la adicion posterior de STT sobre proliferacion de células MCF7 en
medio libre de suero.

Observaciones preliminares sefialan que el cultivo prolongado de células en
medio sin suero disminuyen su proliferacion y pierden su adhesion a las placas, por

ello se procedio a analizar el efecto de una adicion "a posteriori* de STT.

4.1. Efecto de cP sobre la proliferaciéon de células MCF7, en medio con
sucedaneo de suero con o sin HSA, estimuladas con E2 y su posible
recuperacién con STT.

El propdsito de este experimento fue determinar si la adicién de STT a células
mantenidas en medio libre de suero por més de 96 horas tiene algin efecto sobre la
proliferacion frente al estimulo con E2 en presencia o ausencia de cP.

Se observé que pasados las 96 h de cultivo en medio libre de suero, hay una
caida en la proliferacion celular y despegamiento de las células. Asumiendo que esto
se debe a la falta de factores de crecimiento no incluidos, se procedié a intentar
remediar la situacién por adicién de STT. La adicion tuvo el efecto esperado, es decir,
se recuperd la proliferacion y disminuyé el nimero de células no adheridas. Cabe
mencionar que ¢P mostrd su efectividad en todas las condiciones estudiadas,
mostrando efectos inhibitorios significativos que oscilaron entre 22 y 50% (Figura 9 y
Tabla 8).

En otras palabras, a adicion de STT permite recuperar la viabilidad y capacidad
de proliferar frente al estimulo de E2. La presencia de c¢P disminuye eficiente y

significativamente la proliferacion celular en estas condiciones.
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Tabla 8. Accion inhibitoria de ¢P sobre la proliferacién de células MCF7, cultivadas en

medio con sucedaneo de suero y recuperacién celular con STT.

Estimulo %Inhibicion

tiempo | E2/HSA E2cP/HSA | E2/5%STT E2cP/5%STT E2cP/HSA | E2cP/STT {*) p<

48h 37417+/- | 24500+/- 35.5 0,001
354 1528

96h 51916+/- | 32417+/- 35.4 0,001
1767 354

120h 44417+/- | 28166+/- 569174/- 44334+/-1756 39.6 221 0,001
1061 21213 1061

144 61500+/- | 30917+/- 73334+/-764 | 38417+/-1061 49.8 47.6 0,001
2255 5303

(*) Para E2cP/HSA y E2¢P/STT se obtuvieron nijveles de significancia estadistica <0,001

Valores de inhibicién de la proliferacién de células MCF7 obtenidos en la presencia de

cP en medio sucedaneo de suero, poseen significancia estadistica, utilizando el

método de ANQVA.
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Figura 9, Curva de proliferacion en medio con sucedaneo de suero, con o sin HSA, de
células MCF7 estimuladas con E2 en presencia o ausencia de cP y su posible
recuperacion con STT.

Se sembraron 6800 céls/cm2 en placa de 24 pozos, los cultivos se incubaron
durante 3 dias antes de cambiar a medio con sucedéneo de suero por 24h, luego se
estimula con HSA, E2, 5%STT y cP, segun se indica en Materiales y Métodos.

Los valores graficados representan el niimero de nuevas células, descontado el valor

inicial del nimero celular (t=0; Input: 18833 +/- 2021).
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5. Anélisis del rol de AFPR en la accién antiproliferativa de cP sobre proliferacion
de cultivos celulares MCF7 libres de suero.

Con el objeto de determinar si AFPR juega algtin papel en la accion de cP, se
hicieron estudios del comportamiento de este receptor frente al péptido, analizando
curvas de proliferacion en presencia de una fuente de AFP, andlisis de

inmunofluorescencia de AFPR, dot blots, Western blots e inmuno microscopia.

5.1. Efecto de SFB y STT sobre la accién antiproliferativa de cP en células MCF7
crecidas en medio libre de suero y estimuladas con E2.

En un intento por definir unién de cP a AFPR, se analizé la proliferacién de
células MCF7 estimuladas en cultivo con E2 en presencia o ausencia de cP y en medio
con un sucedaneo de suero al que se le agregd STT o SFB. Debido a que SFB
contiene elevados niveles de AFP, cualquier disminucién en el grado de inhibicion por
cP de la proliferacion celular por presencia de SFB nos indicaria que AFPR es
necesario para la accién antiproliferativa de cP.

Figura 10 y tabla 9 muestran que en medio sin suero, cP es capaz de inhibir la
proliferacién de células estimuladas con E2 en un 32.4% a las 48h y en 43.1% a las
72h. En presencia de SFB y E2, ¢P alcanza un maximo de inhibicién de 60.3% a las
48h, y de un 30.8% a las 72h. En presencia de STT, cP ejerce su mayor actividad a las
72h (61.3% de inhibicién), en tanto que a las 48h, esta inhibicién alcanza un 53.2%. Se
observa un menor grado de estimulo con estradiol por efecto de STT en comparacién a
SFB, probablemente debido a algunos factores presentes mas abundantemente en
SFB (Figura 9).

En otras palabras, cP inhibe la proliferacion celular inducida por estradiol en
presencia de SFB o de STT. Esto nos aporta un primer indicio de que AFPR no

participa en la accién antiproliferativa de cP.
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Tabla 9. Inhibicion de la proliferacion de células MCF7 por ¢P, cultivadas en medio con

sucedaneo de suero, estimuladas con SFB, STT y/o E2.

Estimulo %Inhibicion
tiempo | E2 E2cP | 5%SFB | 5%SFB | 5%STT | 5%STI/E2/ | cPE2 | (Jp< | cPSFB | (Jp< [ CPSTT [ (Jp<
[E2 [E2fcP | /E2 cP
48h 28833 17833 | 31083+ | 12333+ | 14083+ | 6833+/- 324 |0 60.3 0,005 | 53.2 0,001
+/-6364 | +/~1414 | /-4596 | /-3536 | /-1061 1414
72h 30083 17333 | 71333+ | 48033+ | 33333+ | 22333+/- 431 0,01 30.8 0,001 | 61.3 0,001
+/~1061 | +/-707 | [-2828 | /-1767 | /-707 866

Valores de inhibicion de la proliferacion de células MCF7 obtenidos en la presencia de

cP en medio suceddneo de suero, poseen significancia estadistica, utilizando el

método de ANOVA.
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Figura 10. Curva de proliferacidn de células MCF7, en presencia de E2 con o sin cP en

medio libre de suero y estimuladas con SFB y STT.

Se sembraron 6800 céls/cm?2 en placa de 24 pozos, los cultivos se incubaron

durante 3 dias antes de cambiar a medio con sucedaneo de suero por 24h, luego se

estimula con SFB, E2, STT y cP, segin se indica en Materiales y Métodos.

Los valores graficados representan el incremento de nuevas células, descontado el

valor inicial del nimero celular ({=0; Input: 17167+/- 1041).
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5.2. Efecto de cP sobre la proliferacién de células MCF7 en medio con sucedaneo
de suero, estimuladas con SFB y adicion de suero anti-AFP,

Para analizar la capacidad de cP de inhibir en presencia de suero anti-AFP, se
hicieron estudios de proliferacién de células MCF7 a un solo tiempo (48h) en medio
con un sucedaneo de sueto al que se le agregé SFB y un anti-suero de conejo dirigido
cohtra AFP.

En presencia de cP, se obtuvo una disminucion en la proliferacion celular de
aproximadamente 21% en presencia de 5% SFB, suero control de conejo y E2. En
presencia de 5% SFB, suero anti-AFP y E2 se obtuvo idéntica disminuciéon en el
namero de células. En otras palabras, los dos sueros utilizados no afectaron la
actividad inhibitoria de ia proliferacién ejercida por cP (Figura 11 y tabla 10).

La diferencia en valores absolutos de niimero de células en presencia del suero
anti AFP y control de conegjo puede deberse a la existencia de algtn inhibidor en el
suero de conejo de mas reciente fecha (anti-AFP). Los resultados apoyan la idea que

¢P no requiere unirse a AFPR para actuar.
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Tabla 10. Inhibicién de la proliferacién de células MCF7 por cP, cuitivadas en medio

sucedaneo de suero, en presencia de SFB, S.conejo con/sin E2 y adicién suero anti-

AFP.
Estimulo %elInhibicion
Tiempo | SFB/S.co | SFB/S.co | SFB/anti- | SFB/anti-AFP/ | SFB/S.co/E2/cP | SFB/anti-AFP/E2/cP | ()p<
[E2 [E2fcP | AFP/E2 | E2/cP
48h 48250+/- | 38500+/- | 36833+/- | 26833+/-1607 | 24.4 27 0,001
4596 500 1756

(*) Para (SFB/ 8.co/E2/cP} y (SFB/anti-AFP/E2/cP) se obtuvieron niveles de significancia

estadistica <0,001

Valores de inhibicion de la proliferacién de células MCF7 obtenidos en la presencia de

cP en medio sucedaneo de suero, poseen significancia estadistica, utilizando el

método de ANQVA,
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Figura 11. Curva de proliferacion de células MCF7 en presencia o ausencia de cP en

medio con sucedéneo de suero, estimuladas con SFB y con adicién de suero antiAFP.

a) Eficiencia de proliferacién de MCF7 en distintos tipos de suero

b) Eficiencia de inhibicidn de proliferacion de MCF7 por cP en distintos tipos de suero
(SFB y suero conejo de antiAFP), estimuladas con E2.

c) Eficiencia de inhibicién de proliferacion de MCF7 por ¢P en distintos tipos de suero

(SFB y suero conejo) estimuladas con E2.

Se sembraron 6800 céls/cm2 en placa de 24 pozos, los culiivos se incubaron
durante 3 dfas antes de que pasen a medio con sucedéneo de suero por 24h, luego se
estimula con SFB, E2, S.conejo, antiAFP y cP, segin se indica en Materiales y
Métodos.

Los valores graficados representan el incremento de nuevas células,

descontado el valor inicial del nimero celular {=0; Input: 35333+/- 3512).
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5.3. Determinacion de la presencia y distribucién de AFPR en exiractos de
proteinas de células MCF7 mediante dot blot.

Para determinar la presencia y distribucién de AFPR en compartimentos
celulares de MCF7 y su alteracién por exposicién a cP, se procedi6 a realizar anélisis
de dot blot en muestras provenientes de una exiraccién diferencial de protefnas
celulares, correspondientes a las presentes en la fracciones citoplasmatica (1), de
membrana y organelos (lI), y nuclear (lil).

Este experimento piloto de dot blot fue realizado utilizando muesiras de
proteinas provenientes de fraccién membrana citoplasmatica y organelos (BIf) de
celulas controles, para investigar la presencia de AFPR. En esta fraccion se detectd
presencia de AFPR en distintas diluciones realizadas de la muestra. Con esto se
demostrd que AFPR estd presente entre las proteinas de membrana. Debido a
variabilidades con el procedimiento de dot blot, procedimos a intentar la deteccién de
AFPR mediante Western blot en condiciones no desnaturantes, debido a que el
anticuerpo disponible esta dirigido contra la forma nativa del receptor (Resultados no
mostrados).

5.4. Inmuno Blot

Estos experimentos se realizaron para determinar y cuantificar la presencia de
AFPR en distintas fracciones celulares y ademas obtener evidencia sobre un rol del
receptor en la accién antiproliferativa de cP.

Dado que el anticuerpo es muy especifico para la forma nativa del receptor de
AFP, la electroforesis se realizd en gel de poliacrilamida al 10% en condiciones no
desnaturantes, es decir sin SDS ni B-mercaptoetanol. A pesar de fodas las
precauciones tomadas para evitar desnaturacién del receptor, no se logré obtener
resultados satisfactorios, o sea no se observé ninguna banda correspondiente a AFPR;
tal vez el proceso de electroforesis o transferencia a membrana de nitrocelulosa

provocaron la desnaturacion de la forma nativa del receptor (Resultados no

mostrados).
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5.5. Tests de inmunofluorescencia para observar el efecto de cP sobre la
expresion de AFPR en el tiempo.

Con el fin de obtener evidencia mas directa de la participacion de AFPR en la
accion antiproliferativa de cP, se analizd su expresion por inmunofluorescencia
indirecta. A ninguno de los tiempos estudiados tras adicion de cP (5, 15, 20, 30 y
40min) se observan cambios en la inmunoreactividad de AFPR respecto a células
control, no estimuladas (en la figura 12 se muestran los 3 primeros tiempos de
estimulo). O sea, cP no ejerceria accion sobre la expresion de AFPR a tiempos
tempranos de estimulacion. Esto es una evidencia adicional de que cP no une ni

realiza su accion antiproliferativa a través de AFPR.

al Control k) cP Smin ) P 15 min

Figura 12. Inmunoreactividad de AFPR después de un estimulo con cP.
a) Celulas Control, sin estimulo. Células después de: b) 5min. c) 15min de agregado
cP.

Observacion de inmunofluorescencia dirigida contra AFPR en células MCF7, las
cuales fueron sembradas en baja densidad (6800 céls/cm2) sobre cubreobjetos
redondos, transcurridas 96h de incubacion, se estimularon con cP por 5 y 15min, luego
fueron incubadas con anticuerpo primario anti AFPR (1:50) y secundario anti IgG de

raton conjugado a FITC (1:250) como se indica en Materiales y Métodos.
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5.6. Andlisis por inmuno-microscopia electrénica de transmisién (MET) de
cambios en la expresién y distribucion de AFPR en células MCF7 estimuladas

con cP.

Estos experimentos inconclusos fueron realizados por el tutor en el primer
semestre de 2006 con el propésito de obtener una vision més certera del rol que juega
AFPR en la accién antiproliferativa de ¢P.

Los datos disponibles de inmunomicroscopfa electrénica de transmision
demuestran que la expresion de AFPR en MCF7 respecto de los controles no es
alterada por la presencia de cP ni a los 5 y 10min ni a las 24h de estimulo. Los
experimentos entregan informacién complementaria a los de inmunofiuorescencia y las
curvas de proliferacion sefialadas arriba, respecto de que AFPR no participa en la
accién inhibitoria de la proliferacién celuiar de cP. La figura 13 ilustra una distribucién
similar de particulas marcadas con oro en las condiciones con vy sin cP.

Recopilando toda la informacion obtenida de los experimentos dirigidos hacia
demostrar interaccion de cP con AFPR, podemos concluir que cP parece no interactuar

con este receptor para desencadenar su accion antiproliferativa de células MCF7.
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Figura 13. Analisis por MET del efecto de cP sobre la expresion de AFPR en células
MCF7.
Se observa marcaje con inmuno-oro del receptor de AFP en células MCF?7,
incubadas en presencia y ausencia de cP. Panel derecho: cP; panel izquierdo: no cP.
Células MCF7 son cultivadas sobre la membrana de transwells como se indica
en Materiales y Meétodos. Las muestras son inspeccionadas con microscopio

electrénico de transmision (Phillips CM100, operado a 60/80kV).




6. Analisis de una via alternativa a AFPR para la accién antiproliferativa de cP en
cultivos celulares MCF7 libres de suero.

Dado a que cP no parece interactuar con AFPR para desencadenar su accion
antiproliferativa de células MCF7, se estudiaron vias alternativas relacionadas con la

proliferacion celular.

6.1. Efecto de cP sobre la proliferacion de MCF7 en medio con sucedaneo de
suero con o sin HSA, estimuladas con TGFa y/o E2.

Existen evidencias en la literatura acerca de un cross-talk entre E2 y EGF u
otros factores de crecimiento que usan rutas similares (TGFa) a nivel de células
tumorales mamarias (Aronica S.M. y col. 1994, Ignar-Trowbridge D. M. y col.1993). Por
lo tanto se analizé la inhibicién por cP de la proliferacion de células estimuladas con

E2, TGFa y combinaciones (Fig.14).
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Figura 14. Cross-talk entre via de sefalizacion de Estrégeno y EGF.
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En la figura 15 se observa que a las 48h ocurre una proliferacién celular similar
cuando se estimula con E2 o TGFa y que al aplicar cP se obtiene efecios significativos
de inhibicion (59 y 50% respectivamente). La proliferacién celular fue mayor al
estimular con la combinacion E2 y TGFa que con los mismos faciores en forma
independiente. A las 48h, en la condicién E2+TGFa, cP presenta un efecto inhibitorio
menor (36%) que cuando se estimuld con los factores TGFa y E2 por separado. A las
72h, se obtiene el mismo patrén de comportamiento para cada estimulo y la
combinacion, pero en este caso el efecto inhibitorio de cP fue menor (43,7% para
estimulo E2, 25,9% para TGFa y 14,3% para E2+TGFa). Esto tal vez sea debido a
que después de las 48h permanece una menor cantidad de cP en solucion.

Los factores E2 y TGFa poseen similar efecto sobre la proliferacion de células
MCF?7, su combinacion provoca una mayor proliferacién en comparacién a la condicin
de estimulo individual con estos factores. ¢cP es capaz de inhibir la proliferacion
(alcanzando niveles control} cuando se estimula con E2 y TGFa por separado, pero la

capacidad disminuye cuando se combinan ambos factores.
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Tabla 11. Inhibicion de la proliferacion de células MCF7 por cP, cuitivadas en medio

sucedaneo de suero con HSA, estimuladas con TGFa y/o E2.

Estimulo %[nhibicidn
tiempo | E2 E2¢cP TGFa | TGFacP | E2TGFa | E2TGFacP | E2cP | TGFacP | E2TGFacP | (Jp<
48h 21967 | 8967 2705 12633+/- | 32300+/- | 20633+/- 59.2 | 50.1 36.2 0,001
+~1607 | +/-1892 | +/-2474 | 1040 866 1040
72h 34133 | 2163 34300 | 24550+/- | 53550+/- | 44300+/- 43.7 | 259 14.3 0,001
+/-3055 | +/-2362 | +/-1414 | 353 1607 1500

(*) Para E2¢P, TGFacP y E2TGFacP se obtuvieron niveles de significancia estadistica <0,001

Valores de inhibicion de la proliferacidn de células MCF7 obtenidos en la presencia de
¢P en medio sucedaneo de suero con HSA, poseen significancia estadistica, utilizando

el método de ANOVA.

60-
E2+HSA
* E3 E2+HSA+cP
40- B TGF? +HSA

D TGF? +HSA+cP
E2+TGF? +HSA

E2+TGF? +HSA+cP
(3 HSA

*

204 ¢

Numero Células (x10°)
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VA
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48 72
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Figura 15. Curva de proliferacién de MCF7 en medio con sucedaneo de suero con o

sin HSA, estimuladas con TGFa yf/o E2 en presencia o ausencia de cP.

Se sembraron 6800 céls/cm2 en placa de 24 pozos, los cultivos se incubaron
durante 3 dias antes de cambiar a medio con sucedaneo de suero por 24h, iuego se
estimula con HSA, E2, TGFa y cP, segin se indica en Materiales y Métodos.

Los valores graficados representan el niimero de nuevas células, descontado el valor

inicial del nimero celular (t=0; Input: 22500 +/-2179.44947).
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6.2. Test de inmunofluorescencia con anticuerpo monoclonal contra HER2
(EGFR2). Efecto de un estimulo constante de EGF en presencia y ausencia de cP.
Debido a la evidencia de una sobre expresion de HER2 en cancer mamario
agresivo (Hackel P. y col. 1999) pareci6 atractivo analizar la participacién de este
receptor en la accidn inhibitoria de la proliferacién celular por parte de cP, mediante
inmunofluorescencia de HER2, utilizando un estimulo constante de su ligando EGF.
Un andlisis visual en la figura16 muestra que tras 30min de estimulo constante
de EGF habria un aumento en la inmunoreactividad de HER2, que alcanza mayor
intensidad a las 24h de estimulo. En presencia de ¢P, tanto a los 30min como a las 24h
se detecta la disminucion de la inmunoreactividad de HER2. De acuerdo a diversas
cbservaciones, la mayor accion inhibitoria de cP se observd a los 30min de accion.
Efectos a nivel del oiro receptor de EGF (EGFR1) no fue posible detectar por su baja
expresion. A los tiempos estudiados, EGF aumenté la expresién citoplasmética de

HERZ, en tanto que la presencia de ¢P disminuyd dicha expresion.
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a) Control

b) EGF 30 min cPEGF 30 min

o) EGF 24h ¥ CPEGF 24h

Figura 16. Inmunoreactividad de HER2 después de un estimulo constante de EGF en
presencia o ausencia de cP.

Imagenes representativas de inmunofluorescencia para HER2 a distintos tiempos de
estimulo con 5ng/ml EGF. a) Células Control. Células después de: b) 30min y c) 24h.

Panel izquierdo EGF solo; panel derecho: EGF+cP.

Observacion de inmunofluorescencia dirigida contra HER2 en células MCF7, las
cuales fueron sembradas en baja densidad (6800 cels/cm2) sobre cubreobjetos
redondos, transcurridas 96h de incubacién, pasan a medio libre de suero por 24h, con
posterior estimulacién con 5ng/ml EGF, cP fue adicionado 1h de estimulo EGF, luego
fueron incubadas con anticuerpo primario anti HER2 (1:100) y secundario anti IgG de

raton conjugado a FITC (1:250) como se indica en Materiales y Métodos.
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Con el fin de afinar este estudio, se tomaron imagenes representativas de
inmunofluorescencia para HER2 con tiempos de estimulo adicionales con EGF en
presencia o ausencia de cP (0, 1, 6 y 24h), utilizando un objetivo de inmersion (100x)
(Figura 17). A la hora de estimulo constante de EGF se obtiene un aumento de la
inmunoreactividad de HER2, que decrece a las 6h. A las 24h de estimulo EGF se
apreciar una recuperacién en la inmunoreactividad de HER2. En presencia de cP se
observa méaxima accion inhibitoria de la inmunoreactividad del receptor a 1h de adicién
de EGF. A las 6h no se logra apreciar un efecto manifiesto de cP sobre HER2. Sin
embargo a las 24h, cP disminuye eficientemente la inmunoreactividad de este receptor.

Luego de aplicado un estimulo constante de EGF se observa un réapido
aumento en la expresion de HER2, alcanzando su méaximo a 1h. La expresion
disminuida a las 6h sugiere una posible internalizacion del receptor, que vuelve a
recuperarse a las 24h. cP posee la capacidad de inhibir la expresion de HER2, en los

dos tiempos.




a) Control

b) EGF 1h . cpEGF 1h

d) EGF 2ah cPEGF 2

Figura 17. Inmunoreactividad de HER2 después de un estimulo constante de EGF en

presencia o ausencia de cP (Observacion al 100x).

Imagenes representativas de inmunofluorescencia para HER2 a distintos
tiempos de estimulo con EGF con/sin cP, obtenidas utilizando un objetivo de inmersion
(100x). a) Control. Células después de: b) 60min, c) 6h y d) 24h. con estimulo de
5ng/ml EGF en ausencia (izquierda) o presencia de 2ug/ml cP.

Observacion de inmunofluorescencia dirigida contra HER2 en células MCF7, las
cuales fueron sembradas en baja densidad (6800 céls/cm2) sobre cubreobjetos
redondos, transcurridas 96h de incubacion, pasan a medio libre de suero por 24h, con
posterior estimulacion con 5ng/ml EGF, cP fue adicionado 1h de estimulo EGF, luego
fueron incubadas con anticuerpo primario anti HER2 (1:100) y secundario anti IgG de

raton conjugado a FITC (1:250) como se indica en Materiales y Métodos.
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6.3. Inmunofluorescencia con un anticuerpo monoclonal contra HER2 (EGFR2).

Efecto de un estimulo de corta duracién de EGF en presencia y ausencia de cP.

Debido a que los estimulos constantes con agentes que reaccionan con
receptores de [a membrana plasmatica pueden alterar su distribucion, procedimos a
determinar el efecto de un estimulo Unico de corta duracion (5min) de EGF, en
ausencia y presencia de ¢P, sobre [a expresion de HER2.

A los 15min transcurridos desde el pulso de EGF, se observa un aumento en la
inmunoreactividad de HER2, que se mantiene hasta las 24h. Cuando se aplica ¢P, un
efecto mas notorio se observa a los 15min, casi anulando la inmunoreactividad del
receptor. A tiempos mas largos de accién de EGF, cP ejerce también un efecto

inhibitorio (Figura 18).
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a) Comrol

by EGF 15 min <PEGF 15 min

cPEGF 30 min

d) EGF 1h

e) EGF a6h - cPEGF ah

f) EGF 2ah <cPEGF 2ah

Figura 18. Inmunoreactividad de HER2 después de un estimulo de corta duracion de
EGF en presencia o ausencia de cP.

Imagenes representativas de fluorescencia: inmunoreactividad de HER2
estimulado con pulso de EGF en ausencia (izquierda) o presencia de cP. a) Control.
Luego de: b) 15min, c) 30min, d) 60min, e) 6h y f) 24h de estimulo.

Observacion de inmunofluorescencia dirigida contra HER2 en células MCF7, las
cuales fueron sembradas en baja densidad (6800 ceéls/cm2) sobre cubreobjetos
redondos, transcurridas 96h de incubacion, pasan a medio libre de suero por 24h, con
posterior estimulacion por 5min con 5ng/ml EGF, cP fue adicionado 1h de estimulo
EGF, luego fueron incubadas con anticuerpo primario anti HER2 (1:100) y secundario

anti IgG de ratén conjugado a FITC (1:250) como se indica en Materiales y Métodos.
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6.4. Tests de inmunofiuorescencia con anticuerpo monoclonal contra la forma
activa de MAPK, Efecto de un estimulo de corta duracion de EGF en presencia y
ausencia de cP.

Con el objeto de analizar la via de transduccion de sefales de HER2, se analizd
activacion de p-MAPK frente a un estimulo de corta duracién de EGF en presencia y
ausencia de cP.

Se observo que al estimular células con 5ng/ml EGF, la inmunoreactividad de p-
MAPK aumenta transcurridos 3, 6, 15 y 60min. El mayor aumento se alcanzé a los 6
min de estimulo y se mantuvo relativamente constante por 60min. En estas
condiciones, la presencia de cP, no provocd mayor inhibicion de p-MAKP, aunque se
observé una menor inmunoreactividad de p-MAPK en presencia de cP a tiempos
tempranos de estimulacion (primeros 3 minutos en presencia de cP), tal vez el péptido
rapidamente impide que MAPK active factores transcripcionales (Figura 19).

En células MCF7, el pulso de EGF tiene la capacidad de estimuiar la activacion
de MAPK a tiempos tempranos de estimulacion (3min}, con esto corroboramos lo
sefalado por otros autores (Hackel P. y col. 1999). cP parece no poseer la capacidad

de inhibir la activacion de MAPK en los tiempos de estimulo estudiados.
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Figura 19. Inmunoreactividad de MAPK después de un estimulo de corta duracion de
EGF en presencia o ausencia de cP.

Inmunofluorescencia para p-ERK1/2 después de un estimulo con EGF en
ausencia y presencia de cP. a) Células Control y enfrentadas a cP. Células después
de: ¢) 3min. d) 6min. &) 15min. f) 1h con estimulo EGF (izquierda) y EGF + cP
(derecha).

Observacion de inmunofluorescencia dirigida contra p-ERK 1/2 (MAPK) en
celulas MCF7, las cuales fueron sembradas en baja densidad (6800 céls/cm2) sobre
cubreobjetos redondos, transcurridas 96h de incubacion, pasan a medio libre de suero
por 24h, con posterior estimulacion por 5min con 5ng/ml EGF, cP fue adicionado 1h de
estimulo EGF, luego fueron incubadas con anticuerpo primario anti MAPK (1:250) y

secundario anti IgG-Cy2 de conejo (1:50) como se indica en Materiales y Métodos.
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6.5. Inmunofluorescencia con anticuerpo monoclonal contra PKC5. Efecto de un
estimulo de corta duraciéon de EGF en presencia y ausencia de cP.

Estudios preclinicos han mostrado que tratamiento de xeno-implantes de cancer
mamario con cP induce la fosforilacion de p53 (Parikh RR y col. 2005), el cual es un
principal modulador de p21Cip1. Adicionalmente se conoce que de forma natural esta
fosforilacion es inducida por activacion de PKCé durante los procesos de arresto del
ciclo celular (Fig.20).
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Figura 20. Principal mecanismo de modulacién del arresto del ciclo celular.

Debido a que se ha demostrado que la sobre-expresion de PKCG estaria
relacionada con la inhibicién de la proliferacidn y el arresto del ciclo celular (Mischak H.
y col. 1993), (Harrington E. y col. 1997), se procedié a analizar la expresion de PKCé
en el marco de la accion antiproliferativa de cP, mediante inmunofluorescencia
indirecta. Se analizé la inmunoreactividad de PKCs frente a un estimulo de corta

duracién de EGF en presencia y ausencia de cP.
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Luego de estimular células con Sng/ml EGF, no se observan cambios en la
inmunoreactividad de PKCd transcurrido 3min, 6min, 15min y 1h de estimulacién con
EGF. En presencia de cP, se detectd una accion estimuladora en la inmunoreactividad
de PKCd, observandose maxima accién de este a los 3min de estimuiacién (Figura 21).
O sea, EGF no poseeria la capacidad de estimular la expresion de PKCd en ninguno
de los tiempos analizados. En cambio, cP tiene la capacidad de estimular la expresion
de PKCd a tiempos cortos de estimulacion (3 hasta 60min).

Los resultados anteriores sefialan una via alternativa a AFPR para la accion
antiproliferativa de cP, esta involucraria la via de sehalizaciéon de EGFR2, la cual esta
intimamente relacionada con la cascada de sefalizacion de MAPK y ademas
involucraria a isoformas de las PKGC, especialmente a PKCd, que participa en el
arresto dsl ciclo celular y que serfa necesario para la accidén antiproliferativa de cP

sobre células tumorales'mamarias MCF7.
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e) EGF 15min <PEGF 15min g

cPEGF 1h
Figura 21. Inmunoreactividad de PKC3 después de un estimulo de corta duracion de

EGF en presencia o ausencia de cP.

Imagenes representativas de inmunoreactividad de PKCé después de un
estimulo con EGF con/sin ¢cP). a) Células Control y tratadas con so6lo cP. Células
después de: b) 1min. c) 3min. d) 6min. e) 15min, f) 60min de estimulo con EGF en
ausencia (izq) o presencia de cP (der). Figuras a, ¢, d y e muestran, adicionalmente,
insertos de imagenes obtenidas utilizando un objetivo de inmersién (100x).

Observacion de inmunofluorescencia dirigida contra PKCo en células MCF7, las
cuales fueron sembradas en baja densidad (6800 céls/cm2) sobre cubreobjetos
redondos, transcurridas 96h de incubacion, pasan a medio libre de suero por 24h, con
posterior estimulacion por 5min con Sng/ml EGF, cP fue adicionado 1h de estimulo
EGF, luego fueron incubadas con anticuerpo primario anti PKCé (1:50) y secundario

anti IgG de raton conjugado a FITC (1:250) como se indica en Materiales y Métodos.
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DISCUSION

El objetivo central de este trabajo fue analizar la posible participacién del
receptor de AFP (AFPR) en la accién antiproliferativa de ¢P. Es conocido que AFPR
une con alta afinidad a su ligando AFP peroc asimismo une seroalblmina con afinidad
algo menor. Como [a albimina es la proteina mas abundante del suero, hubo que
modificar las condiciones habituales de cultivo de las células empleadas (linea celular
MCF7), utilizando medios de cultivo libres de suero, para lo cual se adiciono, en iugar
de suero, un sucedaneo como lo es el almiddn hidroxitado (HAES). Se demosird que
éste facilita la mantencion de los factores a estudiar disuelios en el medio, evitando
que las distintas moléculas sean adsorbidas por el material plastico de la placa de
cultivo. Ademas de los factores estudiados (cP, EGF, TGFa, E2), se adicionaron al
medio I[nsulina, Transferrina, Selenio (ITS) y antibiéticos.

Analizando la accién antimitogénica de cP, se comparé el efecto a nivel de la
proliferacién de células MCF7 estimuladas con estradiol y cultivadas en medio con
suero de ternera tratado con carbdn activado (STT) con aquellas mantenidas en medio
sin suero. En estas condiciones se determiné que cP inhibe mucho mas eficientemente
la proliferacfén inducida por estradiol en presencia que en ausencia de suero. Debido a
que el suero es rico en factores y proteinas necesarias para el establecimiento normal
de cultivos celulares, pensamos que éstos estarian influyendo de manera positiva en la
accion inhibitoria de cP, en ofras palabras, Ia interaccién de cP con algunos factores
presentes en el suero seria la causa del mayor efecto inhibitorio mostrado. Las curvas
de proliferacién de MCF7 con un estimulo de estradiol en medio sin suero, mostraron
distintos porcentajes de inhibicién por accion de cP, oscilando ésta entre el 25 y el
59%; de inhibicidn. Se determiné que esto esta relacionado con el tipo de sembrado
realizado, mientras mas homogéneo el sembrado, mayor el efecto inhibitorio por cP
(59%).

En medio libre de suero, la mayoria de los estudios de proliferacion, fueron

realizados dentro de 72h; se observé que después de este tiempo las células
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comienzan a perder adherencia, probablemente por falta de nutrientes, aunque en
algunos casos se detectd un sobre crecimiento de agregados celulares en el fondo de
la placa de cuitivo, lo que disminuyé considerablemente el nimero de células
adheridas que son contabilizadas a los tiempos estudiados; [a adicién de STT a células
creciendo en medio libre de suero por sobre 72h logré reestablecer la proliferacion
celular, lo que puede atribuirse a factores, proteicos u otros presentes en STT. La
presencia de STT en el medio no alterd la capacidad de cP de inhibir la proliferacion
celular. Cabe notar que la adicién simultanea de suero fetal bovino (SFB) y estradiol al
medio de cultivo estimula la proliferacion celular en estas circunstancias, y que la
inclusion de cP logré disminuir la proliferacién. La actividad antiproliferativa de cP se
manifestd independiente del tipo de suero presente en el medio.

Sonnenschein y col. postularon en 1984 que los sueros de bovino y humano
contienen un inhibidor de la proliferacion de células sensibles a estrégeno. Ellos
postularon que los estrégenos promueven la proliferacién por neutralizacién del
inhibidor presente en el suero, el cual fue en su ocasion identificado como
seroalbimina. Nuestros resultados indican que en medio libre de suero y ausencia de
albmina, el estradiol incrementa el niimero celular y, en estas condiciones, cP reduce
significativamente la proliferacién de MCF7, alcanzandose valores similares a los de
controles sin esteroide. En presencia de HSA {que parece funcionar como agente de
solubilizacion del esteroide), tanto estradiol como cP mantienen sus respectivas
habilidades. La misma situacidn se observé cuando se estudio el efecto de EGF sobre
fa proliferacién celular, o sea: [a presencia de HAS no afect6 las capacidades de EGF
ni de cP. En otras palabras, en estas condiciones HSA no se comporta como un agente
interferente de la proliferacién celular, esto nos permite cuestionar la hipétesis de
Sonnenschein acerca de inhibicién por seroalbimina de la proliferacién de MCF7 en
cultivo.

Si cP actuase a nivel del receptor de AFP, la presencia de HSA (la cual muestra

gran afinidad por AFPR) deberia disminuir la accién inhibitoria sobre la proliferacion
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celular, lo que no ocurre. Este representa, a nuestro juicio, un primer indicio de que cP
no estaria actuando a nivel del receptor de AFP. La proliferacién estimulada con SFB
(una fuente con elevados niveles de AFP) fue inhibida eficientemente por cP, lo que
nos provee de un segundo indicio de que AFPR no participaria en la accién
antimitogénica de cP. Cabe destacar que, ademas, se detecta idéntica cantidad de
inhibicién por cP en SFB, suero de conejo y suero conejo de anti-AFP,

Mediante dot blot® con anticuerpos anti-AFPR fue posible demostrar presencia
de AFPR en una fraccién de proteinas de membrana de las células MCF7. Los
anticuerpos disponibles son especificos para la forma nativa del receptor de AFP y
como no nos fue posible demostrar presencia de AFPR mediante Western blot en
condiciones no desnaturantes, asumimos que la técnica empleada no permiti6
mantener condiciones no desnaturantes en forma estricta. El andlisis por
inmunofluorescencia de la expresidon de AFPR en células MCF7, empleando los
anticuerpos dirigidos contra el receptor nativo, muestran que la presencia de cP en el
medio no afecta los perfiles de expresién de AFPR. Tampoco usando inmuno-
microscopia electrénica fue posible detectar cambios en [a distribucién o [a expresion
de este receptor a los 5,10min y 24h de estimulo con cP. Este hecho vuelve a sugerir
que la accidn de cP no involucrarfa unién a nivef de AFPR.

Los resultados resumidos arriba nos indujeron a estudiar el efecto de cP a nivel
de vias de sefializacion que promueven la proliferacién celular y asi encontrar
evidencias de mecanismos antiproliferativos de cP.

Se Indicé anteriormente que las células MCF7 cultivadas en medio libre de
suero proliferan indistintamente en presencia de EGF o E2, por lo que asumimos que
estarian ufilizando una via comin para ambos factores, considerando que ambos
tienen un efecto mitogénico en MCF7 y que cP presenta la capacidad de inhibir ambos
efectos. Esto reafirma el hecho de que existe un cross-talk entre estos factores
{(Aronica S.M. y col. 1994, Ignar-Trowbridge.D. M. y col. 1993) que converge hacia una

misma via de sefalizacion intracelular, la cual se ve afectada o interrumpida en
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presencia de cP. El factor TGFa también forma parte de este cross-talk (Ignar-
Trowbridge D. M. y col. 1993). En relacion al efecto de este factor, en medio sin suero
se observé que es mas efectivo que E2 para estimular la proliferacion celular (a las 48h
de estimulacién), la combinacién de TGFa y E2 tiene un efecto proliferativo ain mayor.
Esto se debe a que TGFa es un péptido con capacidad de unirse a los cuatro
diferentes miembros de la familia EGFR; se piensa ademds que la activacion de
algunas células puede propagarse a células vecinas (Tzahar y col. 1996), por lo que el
estimulo de la proliferacién por TGFa podria ser mas intenso que el de E2. En todo
caso, cP es capaz de inhibir la proliferacién celular inducida por TGFa, aunque en
presencia de E2 y TGFa simultaneamente, la capacidad inhibitoria de cP a la misma
concentracion no es suficiente.

La evidencia de que ocurre una sobre expresion de HER2 en ciertos tumores
mamarios agresivos (Hackel P. y col. 1999) nos indujo a investigar la accién inhibitoria
de cP sobre la proliferacién celular. Se procedié a determinar [a expresion de HER2 y
sus variaciones frente a un estimulo constante con EGF mediante el analisis de
inmunofluorescencia Indirecta, Se detecté un aumento de la expresion de este receptor
luego del estimulo con EGF, especialmente visible en el citoplasma. Curiosamente, se
observé una disminucién en la expresion de HER2 tras 6h de estimulo con EGF,
probablemente el factor adicionado causa la “down-regulation” del receptor (paso a
compartimento degradativo) dentro de las 6h de estfmulo. Posteriormente,-a las 24h-
se observd una recuperacién de la expresién de HER2, probablemente debido a la
sintesis “de novo” del receptor. En presencia de cP, la expresion del receptor HER2 se
vio considerablemente disminuida, respecto de los estimulos en ausencia de cP, a
todos los tiempos analizados, exceptuando las 6h de estimulo con EGF, sugiriendo
alteraciones en la imporiacion y procesamiento del complejo EGF-receptor.

En paralelo se analizd la expresion de EGFR1 frente a las condiciones
empleadas para estudiar HER2, sin embargo la reducida inmunofluorescencia de

EGFR1 en MCF7 impidieron constatar variaciones notorias en la expresion.
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El efecto permanente con estimulo constante de EGF puede alterar tanto la
distribucién como los efectos a nivel de cascadas de sefializacion, por ello se procedi6
a estudiar qué efectos tiene un estimulo de corta duracidn (“pulso™ 5 minutos de
exposicion) de EGF sobre ia expresion de HER2. En forma similar que con el estimulo
continuado, el pulso de corta duracién con EGF aumenté la expresion de HER2. El
estimulo de corta duracién se asemeja a la situacion real a que estan expuestas las
células en un organismo, cuando células reguladoras efectiian la sintesis endégena de
EGF, que no se produce de forma constante. Como se indic6, en todos los
experimentos la presencia de cP disminuyé considerablemente la expresion del
receptor HER2 en los tiempos analizados. Estos resultados reafirman, a nuestro juicio,
la hipétesis de que el mecanismo de accién inhibitorio de cP estaria relacionado con
alguna via de sefializacién en la cual participa HER2.

Una de las vias de sefalizacién considerada como la mas intimamente
relacionada a EGF y sus receptores es la de las quinasas activadas por mitbgenos
(MAPK) (Hackel P. y col. 1999). Por esto, se procedid a estudiar mediante
inmunofiuorescencia la activacion de MAPK (o sea la fosforilacion de p42/44),
aplicando pulsos de EGF. De esta manera fue posible observar un aumento en la
actividad de MAPK a los pocos minutos de estimulo con EGF. No se logré evidenciar
que cP posea capacidad de inhibir la activacién de MAPK en los tiempos de estimulo
analizados, lo que se podria deber a que MAPK participa en multiples vias de
senalizacion y no sdlo las relativas a EGF. Cabe mencionar que se observd una menor
intensidad de MAPK en la regién nuclear a tiempaos tempranos de estimulacién con cP,
lo que sugiere que cP estaria indirectamente impidiendo, en un cierto grado, la
activacion de factores transcripcionales por MAPK. Recientemente, estos resultados
han sido corroborados en nuestro laboratorio, en donde mediante western blot como
por inmunofluorescencia dirigida contra la forma fosforilada de ERK (p-ERK1/2),

estimulada con estradiol 0 EGF, se detectd una clara reduccién en la activacion de
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ERK en la presencia de cP (Antileo E, Torres G, Sierralta W., y col. 2007, manuscrito
en revision en Oncology Reports).

Se ha demostrado la existencia de una correlaciébn positiva entre elevados
niveles de la proteina quinasa PKCd y la inhibicion de la proliferacién, el arresto del
ciclo celular y la apoptosis (Harrington E. y col. 1997, Savickiene J. y col. 1999). El
andlisis de inmunofluorescencia nos permitié determinar efectos de cP sobre PKCd
luego de un estimulo de EGF de corta duracién. Se determiné que si bien no hay
alteraciones en la expresién de PKCd por efecto de EGF, en presencia de cP se
observa un aumento rapido de la inmunoreactividad de la proteina quinasa. En otras
palabras, cP es capaz de estimular la expresion de PKCd en presencia o ausencia de
EGF. Es sabido que EGF esta involucrado con vias de sefalizacion que promueven la
proliferacién celular, en tanto que PKCd se relaciona con la accién opuesta, es decir,
participa en eventos en los que hay inhibicién de la proliferacion, corrientemente con
detencion del ciclo celular. Por ello, EGF no afecta los niveles de PKCd, en tanto que
cP, provocaria, a través de la induccién de PKCd, una disminucion de la proliferacion
con extensidn del ciclo celular y alargamiento temporal de la division celular., Como
consecuencia de esto se observa, una disminucién en el nimero de células MCF7 en
los cuitivos expuestos a cP.

Los eventos descritos concuerdan con resultados de estudios de Parikh R. y
col. (2005) que demostraron una notoria interferencia de cP en el crecimiento de
tumores mamarios humanos xeno-implantados estimulados por estrégenos. Dichos
autores detectaron que el tratamiento de los animales con ¢P provocé un aumento en
la fosforilacion de p53, proteina que a través de p21Cip1 y un par de polipéptidos
inhibidores (Cip), inhiben diversas quinasas dependientes de ciclina (CDKs). Es
conocido que p53 ejecuta el control de la expresion, incluyendo la vida media de
diferentes Cip. Cabe mencionar que Shanmugam M. y col. (2001) indujeron el arresto

de la proliferacion de MCF7 a través del aumento en los niveles de expresion de tanto
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PKCd como de p21. En la actualidad, nuestro laboratorio analiza el efecto de cP sobre
la expresion de p21, con el fin de relacionar todos los antecedes antes mencionados.

Estudios adicionales seran requeridos para determinar si otros reguladores del
ciclo celular (Rb, p17, etc) estan involucrados en el mecanismo de accion de cP.
CONCLUSIONES

Usando la linea celular MCF7 como modelo de célula tumoral mamaria, en este
trabajo se analiz6 algunos aspectos de la accién antiproliferativa de un ciclopéptido
(cP) capaz de inhibir la actividad de estradiol y otros factores mitogénicos. El objetivo
de los estudios fue de apoyo en el esclarecimiento de los mecanismos e interacciones
por los cuales ¢P desencadena su efecto inhibitorio sobre la proliferacion celular, para
ello realizamos experimentos usando cultivos celulares en un sistema libre de suero.

Los resultados obtenidos indican que en condiciones libres de suero, estradiol
estimula la proliferacion celular y que cP es capaz de anular completamente los efectos
mitogénicos del esteroide sobre las células MCF7. Efectos semejantes fueron
cbservados al reemplazar el esteroide por factores de crecimiento como EGF y TGFa.,
Estradiol, EGF y cP mantienen sus respectivas capacidades en presencia de HSA. En
otras palabras, HSA no interfiere en absoluto en los efectos de esas moléculas a nivel
de la proliferacién celular, lo que nos permite cuestionar la hipStesis propuesta por
Sonnenschein y colaboradores apoyando un efecto inhibitorio de seroalbumina de la
proliferacion de MCF7 en cultivo.

El hecho de la presencia de HSA (la cual posee gran afinidad por el AFPR) no
altera [a accién inhibitoria de cP, nos sugirié que el ciclopéptido no actuaria a nivel del
receptor de AFP. Asimismo observamos que cP inhibe en forma similar la proliferacion
celular en presencia o ausencia de SFB (componente con elevados niveles de AFP), lo
que reafirma la idea de que AFPR no participaria en la accidn antiproliferativa de cP.
Empleando dot blot en extractos celulares fue posible demostrar presencia de AFPR en
la fraccién correspondiente a proteinas de membrana. Empleando iécnicas de

inmunofluorescencia, no se aprecié que la presencia de cP afectase la expresion de
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AFPR, en tanto que, medianie inmunomicroscopia electrénica no logré detectarse
cambios en la expresion o la distribucién de este receptor por efecto de cP, lo que
viene a reafirmar el concepto de que la accién de cP no involucraria unién a AFPR.

En medio libre de suero, las células MCF7 crecen similarmente en presencia de
EGF, E2 y/o TGFa. Esto reafirma la existencia de un cross-talk entre estos factores
(Aronica S.M. y col. 1994), (Ignar-Trowbridge D. M. y col. 1993) esta conversacion
cruzada converge hacia una via de sefalizacion intracelular comun, la cual se ve
interrumpida rio abajo en presencia de cP.

Constatamos una sobre expresion de HER2 en células de cancer mamario,
analizadas mediante inmunofluorescencia indirecta. Al emplear tanto un estimulo
constante como uno de coria duracién (Smin) con EGF recombinante humano,
observamos aumento en la expresion del receptor. En ambas circunstancias, [a
presencia de cP disminuy6 considerablemente la expresion del receptor, apoyando la
hipétesis de que el mecanismo de acci6n Inhibitorio de cP se relacionarfa con la via de
sefializacién de HER2.

La relacién entre la via de sefalizaciéon de EGF y la via de ERK1/2 (MAPK)
(Hackel P. y col. 1999), fue comprobada mediante inmunofiuorescencia dirigida para
MAPK, un estimulo de corta duracion de EGF aumentd la activacién de MAPK, cP no
inhibié a MAPK, pero a tiempos tempranos de estimulacion, provocéd una disminucién
de la sefial nuclear de la misma, indicando que cP estaria impidiendo la activacién de
algunos factores transcripcionales.

También mediante técnicas de inmunofluorescencia analizamos la rapida
activacion de PKCd luego de un pulso de EGF, determinando que éste no estimuld la
expresion de PKCd, la presencia de cP logré estimular evidentemente la
inmunoreactividad especifica de esta quinasa, apuntando a una relacidon enire
inhibicion de la proliferacién celular por ¢P y la exiensién del ciclo celular. Asi,

pensamos que el aumento en la actividad de PKCd causaria una extensién en el
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tiempo de las fases del ciclo celular, provocando la disminucién relativa de la
proliferacion de las celulas MCF7 en cultivo como respuesta a la presencia de cP.

Las evidencias presentadas en esta tesis describen algunos intermediarios
involucrados en el mecanismo de accion un agente antiproliferativo derivado de AFP
(cP), el cual en una primera instancia interactuaria con HER2, disminuyendo su
actividad y heterodimerizacion, previniendo la transactivacion de este receptor con
sefales rio abajo, en este caso, via de sefalacion de MAPK. Este fendbmeno daria
lugar a la activacién de procesos antiproliferativos, como arresto del ciclo celular, en los
cuales es de gran importancia la participacion de PKC3 como modulador de la actividad
de p53, el que a su vez participa en la activacion de inhibidores de quinasas
dependientes de ciclinas, como lo es su principal blanco, p21Cip1, los cuales participan
activamente en el arresto del ciclo celular y procesos antiproliferativos (Fig.22). La
participacion de todos estos ha sido comprobada, ya sea en esta tesis u en otros
estudios en los cuales se ha evaluado la capacidad antiproliferativa de cP en cultivos in

vitro y en bioensayos de xeno-implantes de celulas tumorales mamarias.

= ciclopéptido (cP)

Figura 22. Intermediarios involucrados en el mecanismo de accién antiproliferativa de
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