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... “Aqui lo tengo ahora, en la punta de mis dedos, apenas unas lineas en
una tableta, un cumulo de células electronicas aun indeterminadas que
podrian ser abortadas muy fdcilmente. Los libros nacen de un germen
infimo, un huevecillo minusculo, una frase, una imagen, una intuicion; y
crecen como zigotos, orgdnicamente, célula a célula, diferencidndose en
tejidos y estructuras cada vez mds complejas, hasta llegar a convertirse en
una criatura completa y a menudo inesperada” ...

La ridicula idea de no volver a verte
Rosa Montero
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ACC Acetil CoA carboxilasa

ACL ATP citrato liasa

ADN Acido desoxirribonucleico

ADNc Acido desoxirribonucleico copia
AKT o PKB Proteina quinasa B

ALS Subunidad &cido |abil

ARN Acido ribonucleico

ARNmM Acido ribonucleico mensajero
ATCC “American Tissue Culture Collection”
ATP Adenosin-5-trifosfato

BrdU Bromo deoxi uridina

BSA Albumina bovina sérica

CAT Ciclo de los acidos tricarboxilicos, Ciclo de Krebs

CO2 Dioxido de carbono

Col I Colageno de tipo |

CRE Recombinasa del bacteriéfago P1
DAB Diaminobenzidina

DS Desvio estandar

DTT Ditrioteitol

EDTA Acido etilén diamino tetraacético
EllaCre Recombinasa embrionaria
ELN Elastina

EMT Transicion epitelio mesenquimal
ERK Quinasa regulada por sefiales extracelulares
ES Error estandar

FAC Fibroblastos asociados a cancer
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Factor VIII Factor de Von Willebrand
FADH2 Dinucleétido de flavina y adenina
FAS acido graso sintasa

FEO Feocromocitoma

FN Fibronectina

GAPDH Giliceraldehido fosfato deshidrogenasa

GFP Proteina verde fluorescente “Green Fluorescent Protein”

GH Hormona de Crecimiento

GHRH Hormona liberadora de Hormona de Crecimiento

GLUTs Transportadores de glucosa

H&E Coloracion de Hematoxilina y Eosina

HIF-1a Factor inducible por hipoxia-1, subunidad a

HPRT Hipxantina guanina fosforibosil transferasa

HS Suero de Caballo

IDH Isocitrato deshidrogenasa

IGF-1 Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1

IGF-1R Receptor de tipo 1 de factores de crecimiento similares a la insulina
IGF-2 Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 2

IGF-2R Receptor de tipo 2 de factores de crecimiento similares a la insulina
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insulina
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Ins Insulina

ip Via intraperitoneal

IR Receptor de insulina
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IRS 1-4: Sustratos del receptor de insulina 1-4
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Pb Pares de bases

pb Pares de bases
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PDK Piruvato deshidrogenasa quinasa
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pgl Paraganglioma
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El ciclo celular es un conjunto ordenado de sucesos que conducen al crecimiento
y division celular. EI mismo consta de dos fases bien definidas: la interfase, periodo que
abarca aproximadamente el 90% del ciclo y en el cual la célula duplica su tamafio a
expensas de la sintesis de proteinas, lipidos y la duplicacién de su material genético, y
la fase de mitosis, durante la cual la célula se divide dando lugar a dos células hijas (1).
Las sefiales que promueven el avance del ciclo celular desde un estado de quiescencia
estan mediadas por un grupo de péptidos colectivamente llamados factores de
crecimiento. En particular, el presente trabajo abarca el estudio del sistema de los
factores de crecimiento similares a la insulina, involucrados en el control de diferentes
procesos relacionados con el crecimiento y metabolismo celular tanto en condiciones

fisiologicas como en células transformadas (2).

FACTORES DE CRECIMIENTO SIMILARES A LA INSULINA

Los factores de crecimiento similares a la insulina (IGF-1 e IGF-2) son
polipéptidos relacionados estructuralmente con la insulina, que juegan un papel
importante tanto en la regulacion de la proliferacion celular como en la inhibicion de la
muerte celular programada o apoptosis (3). Forman parte de un sistema compuesto por
3 ligandos (IGF-1, IGF-2 e insulina), 3 receptores (IGF-1R, IR e IGF-2R) y 6 proteinas
de transporte.

El IGF-1 es sintetizado en la mayoria de los tejidos de la economia, sin embargo, los
cambios en las concentraciones circulantes de este factor se deben principalmente a
variaciones en su sintesis y secrecion por parte del tejido hepatico, que provee en los
animales hasta un 80% de los valores séricos totales. El resto del IGF-1 es sintetizado
periféricamente y su funcion es tejido especifica regulando funciones celulares de
manera autocrina o paracrina (4) (fig 1). La regulacién enddcrina de la sintesis de IGF-
1 involucra al eje somatotrofico. En este caso, el higado sintetiza la mayoria del IGF-1

circulante en respuesta al estimulo de la hormona de crecimiento (GH), principal
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mediador del crecimiento postnatal. La GH es producida por la hipéfisis anterior y su
secrecion de manera pulsatii estd en parte controlada por dos neuropéptidos
hipotaldmicos, la hormona liberadora de la hormona de crecimiento (GHRH) y la
somatostatina (SS) (5). La GHRH actta estimulando la sintesis y secrecion de GH,
mientras que la SS la inhibe. A su vez, el IGF-1 estimula negativamente la produccién
de GH al inhibir su secrecion de la hipdfisis, estimular la sintesis de SS e inhibir la

secrecion de GHRH (5) (fig 1).

Hipotalamo
ss \7 \GHRH

vl B Y

Hipofisis

Liver IGFs

Efectos
Autocrinos

o Paracrinos

l i
LGEL \ Circulacion /

IGFBPs ~

Efectos Endocrinos

Figura 1: Acciones endocrinas, paracrinas y autocrinas de los IGFs. A nivel orgdnico, el
IGF-1 circulante es mayormente producido en el higado, bajo estimulo de GH. El IGF-1
también puede ser localmente producido, tanto de manera autocrina como paracrina
(adaptado de Pivonello, 2014 (5)).

El IGF-2 se expresa preferencialmente durante la embriogénesis y el desarrollo fetal
cumpliendo en estas etapas un papel importante en el crecimiento celular, la
diferenciacién y el metabolismo (6). En la vida adulta el IGF-2 circulante predomina
sobre el IGF-1, estando en concentraciones hasta 3 veces mayores (7). Los factores

genéticos tienen un importante rol en la regulacién de la produccion de IGF-2. La
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transcripcién de este factor esta regulada por “imprinting”, mecanismo epigenético que
restringe la expresién del IGF-2 al alelo paterno quedando el alelo materno silenciado.
De esta manera se previene la expresion excesiva de IGF-2 que podria llevar a la
proliferacién descontrolada y el desarrollo de neoplasias (8).

Los IGFs cumplen la mayoria de sus acciones mediante su interaccion con el receptor
de tipo | (IGF-1R) (9). EI IGF-1R es un receptor con actividad de tirosina quinasa
compuesto por dos cadenas a y dos B unidas entre si por puentes disulfuro (10). Las
subunidades a son totalmente extracelulares y contienen un dominio rico en cisteinas
necesario para la uniéon con los ligandos. Las subunidades  tienen una porcién
transmembrana con aminoacidos hidrofébicos y una porcion citoplasméatica que
contiene el domino tirosina quinasa (9). Una vez activado por sus ligandos (IGF-1, IGF-
2) el IGF-1R cambia su conformacion, lo que le permite unir una molécula de ATP y
autofosforilarse en residuos tirosina de sus cadenas . De esta manera se desencadena
su actividad intrinseca de tirosina quinasa, al reclutar y fosforilar proteinas adaptadoras
como IRS (sustratos del receptor de insulina) y Shc (proteinas con dominio de
homologia Src). La fosforilacion de IRS activa la via de fosfatidil inositol-3 quinasa
(PI3K) que termina con la activacion de la proteina quinasa B o AKT (PKB o AKT). Por
otro lado, la fosforilaciébn de Shc activa la via de las proteinas quinasas activadas por
mitégenos (MAPK) (11). La activacion de las vias descriptas resulta en una variedad de
respuestas como la proliferacion celular, diferenciacion, activacién del metabolismo,

migracion y la inhibicién de la apoptosis (12) (fig 2).
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Figura 2: Representacion de las principales vias de senalizacion. Se grafican los
diferentes componentes de las vias de PI3K/AKT y MAPK con sus efectos bioldgicos
(adaptada de Lodhia, 2015 (14)) . IGF-1: Factor de crecimiento insulino- simil tipo 1; IGF-
1R: Receptor de tipo 1 del factor de crecimiento insulino-simil tipo 1; F: fosforilacion; IRS-
1: sustrato del receptor de insulina-1; Shc: proteina que contiene dominios de homologia
de Src (SH2); PI3K: fosfatidilinositol 3 quinasa; 4-5PIP2: fosfatidilinositol-4,5-bifosfato;
PIP3: fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato; PDK1, PDK2 y PKB o AKT: serina-treonina quinasa
citosdlica; PH: dominios de homologia con plecstrina; PTEN: fosfatidilinositol-3,4,5-
trisfosfato 3-fosfatasa; GEFs: factores de intercambio de nucledtidos de guanina; GAPs:
proteinas activadoras de GTPasas; Nf-1: Neurofibromina-1; MAPK: proteinas quinasas
activadas por mitégenos.

El receptor de insulina (IR) puede presentarse en dos isoformas, IRa 0 IRg. La
diferencia entre los mismos se debe al corte y empalme alternativo en la region
carboxilo terminal de la subunidad a que corresponde al exén 11 del dicho gen. Por

consiguiente, la inclusion de la regién de 36 pb da lugar a la isoforma B del IR, mientras

gue su exclusion genera la isoforma A, que resulta 12 aminoacidos mas corta (13).
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Dada la alta homologia estructural que tiene el IR con el IGF-1R, en algunos tipos
celulares donde se expresan ambos receptores pueden formarse receptores hibridos
a partir la heterodimerizacion de un hemirreceptor del IR y uno del IGF-1R (9) (fig 3). La
heterodimerizacion ocurre con la misma eficiencia que la homodimerizacion, y las
caracteristicas funcionales son diferentes dependiendo de la isoforma de IR que se
incorpore en los heterodimeros. Ademas, estos receptores hibridos tienen mayor
afinidad por IGF-1 o IGF-2 que por insulina, por lo que la presencia de receptores
hibridos en la membrana celular podria disminuir o inhibir las acciones metabdlicas de
la insulina en comparacién con aquellas células que expresen homodimeros del IR y/o
IGF-1R (9).

El IGF-2 puede unirse a la isoforma A (IRa), mediando efectos mitogénicos como la
proliferacion celular y la proteccién de la apoptosis, en contraste con los efectos
metabodlicos mediados por la insulina a través de la isoforma B del IR (13) (fig 3).

El dltimo de los receptores del sistema de los IGFs es el IGF-2R, receptor de tipo
2/manosa 6 fosfato (M6P) que no tiene dominios de sefializacion intracitoplasméaticos
y esta involucrado en el balance de los niveles de IGF-2 circulante, ya que cuando éste
se une al receptor el complejo es endocitado para su degradacion lisosomal (15) (fig 3).
A diferencia de la insulina, los IGFs circulan unidos a proteinas de transporte
especificas, que los unen con alta afinidad y modulan su biodisponibilidad (16). Estas
proteinas se denominan proteinas de transporte de los IGFs o IGFBPs y sus
funciones son no soélo transportar a los IGFs en los fluidos bioldgicos formando
diferentes complejos, sino también modular las acciones biolégicas de los mismos. Se
han descripto, hasta el presente, 6 proteinas bien caracterizadas denominadas IGBP1
a 6 que tienen una homologia estructural conservada en la regién amino-terminal

codificada por el primer exon del gen de la familia de las BPs (17).
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IGF-1

IR-A IR-B IGF-1R  IGF-1R IRA  IGF-1R IRB IGF-2R

Figura 3: Representacion de la interaccion de los IGFs y la Insulina con los diferentes
receptores. Se grdfican los diferentes tipos de receptores de los IGFs, insulina e hibridos
y las uniones con sus ligandos marcadas con las lineas y flechas de diferentes colores
indicando los grosores de las lineas las afinidades de los receptores por los ligandos.
Ademds, se representan los diferentes efectos bioldgicos generados por la activacion de
los diferentes receptores. (adaptado de Livingston, 2013 (8)).

Las IGFBPs circulan en el plasma en distintas cantidades, siendo la IGFBP-3 la mas
abundante en circulacién (4). Aproximadamente el 75% de los IGFs circulan formando
complejos ternarios de 150-200 KDa que incluyen a los IGFs, IGFBP-3/5 y a la
Subunidad Acido-Labil o ALS (fig 4). En el higado, los hepatocitos son la fuente principal
de produccion de IGFs y ALS mientras que IGFBP-3 se sintetiza preferencialmente en
las venas portales y en el endotelio sinusoidal (18). El restante 25% de los IGFs
circulantes se distribuye en complejos binarios (IGFs- IGFBPs) y s6lo entre el 1y el 5
% circula libre de unién a IGFBPs. Los complejos ternarios (IGFs/IGFBPs/ALS) actian

como reservorios de IGFs ya que no pueden atravesar las barreras del endotelio
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vascular, prolongando la vida media de los IGFs (19,20). La actividad biolégica de los
IGFs en los tejidos est4 determinada por mecanismos que involucran la disociacién del
complejo o la protedlisis de las IGFBPs para la liberacion de los IGFs (17).

Por otra parte, existen evidencias de la accién de las IGFBPs independiente de IGFs,
que no involucran su unién a dichos factores o la activacion del IGF-1R (fig 4). Los
mecanismos por los cuales cumplen estas funciones aun no han sido completamente
dilucidados (21). Uno de estos mecanismos consiste en la translocacion al ndcleo y la
consecuente activacion transcripcional de genes (fig 4). Si bien existen evidencias de
interaccion entre proteinas nucleares e IGFBPs (22)(23), hasta el momento no esta
claro si estas interacciones pueden resultar en la union de las IGFBPs al ADN y/o la
activacion transcripcional de genes especificos. Recientemente se ha descripto que la
localizacion nuclear de IGFBP-2 en células de neuroblastoma estimula la transcripcion

de VEGF en estas células (24).
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Figura 4: Representacion del sistema de IGFBPs: Se grafican las diferentes proteinas de
transporte para los IGFs desde la 1 hasta la 6 (IGFBP1-6) y los complejos ternarios
formados por la subunidad dcido-ldbil (ALS). Ademds, se incluyen las proteasas y las
acciones de las IGFBPs independiente de IGFs (adaptado de Russo, 2015 (25)).

CANCER

Generalidades

La carcinogénesis es un proceso de multiples pasos por el cual células normales

se transforman en células cancerosas. Esto se debe al desbalance en los circuitos que

controlan la proliferacion y homeostasis de las células normales (26). Los tejidos
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normales controlan estrictamente la produccién y liberacién de sefiales que gobiernan
la entrada y la progresion del ciclo de crecimiento y division celular asegurando el
correcto nimero de células, asi como la arquitectura y funcién de los tejidos. En las
células cancerosas se altera esta regulacion, lo cual determina un destino diferente al
de las células normales (27).

Las alteraciones bioquimicas y moleculares son comunes a la mayoria de los canceres
estudiados, por lo que se ha sugerido que los distintos tipos de células cancerosas
podrian adquirir las mismas capacidades funcionales para el desarrollo tumoral. Las
caracteristicas descriptas consideradas como fundamentales para adquirir el fenotipo
tumoral han sido enumeradas por Hannahan y colaboradores en 2000. Dentro de las
mismas se encuentran las transformaciones sufridas por las células que las llevan a la
inmortalidad pudiendo replicarse ilimitadamente, la capacidad de generar sefales de
proliferacion celular sostenida y la insensibilidad a sefiales inhibidoras de crecimiento,
la evasion de la apoptosis, la capacidad para la neoformacion de vasos (angiogénesis)
y la posibilidad de invadir y colonizar nuevos tejidos (metastasis) (26).

En una version mas actualizada los autores proponen que la posibilidad de que una
célula normal se convierta en cancerosa depende del desarrollo de la inestabilidad
gendmica que permite que se genereny acumulen mutaciones y del estado inflamatorio
caracteristico de las lesiones pre-malignas auspiciado por las células del sistema
inmunoldgico (27).

Una vez que las células tumorigénicas estan establecidas, para poder proliferar
necesitan poder evadir el sistema inmune, tanto a las células de la respuesta inmune
innata como especifica. Las células menos inmunogénicas, o aquellas con la capacidad
de inactivar el sistema inmune para no ser eliminadas son las que suelen persistir,

crecer y generar tumores sélidos (28,29).
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Por otro lado, para mantener su continuo crecimiento y proliferacién, las células
tumorales suelen reprogramar su metabolismo reemplazando los caminos metabdlicos
gue operan en los tejidos normales por caminos alternativos (30).

Las caracteristicas antes mencionadas son adquiridas en los distintos tipos tumorales
mediante distintos mecanismos y en varios momentos durante el proceso de multiples

pasos que es el desarrollo tumoral y se resumen en la figura 5.

Autosuficiencia Insensibilidad a
en sefales de sefiales inhibitorias
crecimiento de crecimiento

Evasion del

Desregulacion del . .
sistema inmune

metabolismo

Evasion de la Replicacion
apoptosis ilimitada
Inestabilidad ..

o Inflamacién
gendmica

Induccion de la Activacion de la
angiogénesis invasion

Figura 5: Capacidades adquiridas por las células tumorales: Se grafican las diferentes
capacidades adquiridas por la mayoria de las células tumorales durante su desarrollo. Las
mismas pueden presentarse mediante variados mecanismos y en variados momentos
durante el proceso de tumorigénesis. (adaptado de Hanahan, 2011 (27)).

Los cambios en el metabolismo de las células tumorales, como ya fue mencionado, son
necesarios para mantener la proliferacion crénica y descontrolada caracteristica de las
neoplasias. Generalmente, en condiciones aerdbicas las células procesan la glucosa
hasta piruvato, que ingresa luego a la mitocondria en forma de acetil-CoA para

incorporarse al ciclo de los &cidos tricarboxilicos (CAT) produciendo equivalentes de
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reduccion (NADH y FADH2) que luego proveeran energia a través de la cadena
respiratoria (31). En el caso de las células tumorales, la obtenciéon de energia esta
basada en la metabolizacién de la glucosa para obtener lactato proceso conocido como
glucolisis aerdbica, descripta ya en los afios 50 como efecto Warburg, en honor a quien
lo describi6 (32). Si bien la glucdlisis aerdbica es menos eficiente que el metabolismo
oxidativo (2 vs 36 moléculas ATP por molécula de glucosa), es 100 veces mas rapida y
puede cubrir los requerimientos energéticos a corto tiempo a expensas de un mayor
consumo de glucosa.

Una posible explicacion de este fenémeno y por qué favorece a las células
cancerigenas es que permite cumplir con requerimientos metabodlicos mas alla de la
producciéon de energia. Asi, se favorece que los intermediarios derivados del ciclo de
los CAT sean dirigidos a varias vias biosintéticas como la sintesis de azlcares para
formar nucledtidos (a través de la via de las pentosas) o la sintesis de lipidos y
aminoacidos. Como consecuencia los cambios en el metabolismo permiten llevar a
cabo vias anabdlicas que sostienen la proliferacion celular (33).

Por otro lado, el NAD+ usualmente regenerado mediante la fosforilacion oxidativa en la
cadena respiratoria, es en la glucdlisis aerdbica re-oxidado por la accion de la enzima
LDH, que convierte el piruvato a lactato permitiendo que la glucdlisis pueda continuar
(34). El lactato, producto final generado en este proceso, es luego expulsado de la
célula por el transportador de monocarboxilatos MCT4 para mantener el pH celular,
contribuyendo a la acidez caracteristica de ambiente donde se encuentran las células
tumorales y promoviendo la migracion celular (35). En algunos casos el lactato también
sirve como nutriente de otros tipos celulares.

Las vias activadas en este proceso se esquematizan en la figura 6.
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Figura 6: Vias metabdlicas activadas en células tumorales: Se representan las vias que
tipicamente se encuentran activadas en el metabolismo de las células tumorales. Las
lineas punteadas representan reacciones con mds de un paso que no se incluyen en el
presente grdfico (adaptado de Swinnen, 2006 (40)). HK: hexoquinasa, LDH: lactato
deshidrogenasa, PDHc: complejo de la piruvato deshidrogenasa, CAT: ciclo de los dcidos
tricarboxilicos, GLDH: gliceraldehido deshidrogenasa, GOT: aspartato aminotransferasa,
ACL: ATP citrato liasa, ACC: acetil-CoA carboxilasa, FAS: dcido graso sintasa, CPT1:
carnitina palmitoiltransferasa 1.

Microambiente tumoral

Es importante que los tumores sean considerados como érganos o tejidos
complejos donde son vitales las interacciones entre las células tumorales y las células
y componentes del estroma. La proliferacién de las células tumorales provoca cambios

en el microambiente
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gue las rodea tales como la remodelacion de la matriz extracelular (MEC) y el aumento
en la actividad proteolitica, asi como en la biodisponibilidad de factores de crecimiento.
Este “estroma reactivo” ademas favorece la neovascularizacién y el influjo de células
inflamatorias al lugar de desarrollo (36—38). Queda de manifiesto que para que la

tumorigénesis sea exitosa es necesario un microambiente tumoral permisivo (39).

Matriz extracelular

Las interacciones de las células cancerosas con el microambiente tumoral estan
influenciadas tanto por las propiedades estructurales y bioquimicas de la matriz extra
celular (MEC) como por las células que en ella residen (fibroblastos y células
endoteliales) (41). La interaccion bidireccional entre ambos tipos celulares es crucial
para la progresion del tumor (42).

La MEC esta compuesta por una red de proteinas (principalmente colageno y elastina),
proteoglicanos y glicoproteinas (fibronectina y laminina) que difieren entre los tejidos en
su composicion y estructura. El tamafio y la densidad de la red de fibras determinan las
propiedades mecanicas y morfolégicas de la MEC, afectando su interaccién con las
células que residen en la matriz. En el caso de las interacciones entre las células
tumorales y la MEC, la arquitectura tiene un impacto directo sobre la resistencia que
encuentran las células tumorales para migrar (43). Ademas, la organizacion de las fibras
de colageno determina la estrategia de migracion utilizada por las células tumorales
(44), que puede ser con movimientos ameboides (como los utilizados por los leucocitos)
0 con movimientos de tipo mesenquimatico. Este Gltimo modo de migracion se logra por
un proceso llamado transicion epitelio-mesenquimal (TEM) inducido por una variedad
de sefiales que reciben las células tumorales que hacen que aumente la capacidad de

invadir y la resistencia a la apoptosis (45).
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Asimismo, las células tumorales censan la composicién de la MEC a través de
interacciones mediadas por integrinas que reconocen sustratos especificos y
adhesiones focales para modificar sus propiedades mecanicas generando condiciones
favorables para la adhesion, evitando la muerte celular por falta de anclaje (anoikis) y
para la migracion celular, muy importante en los procesos de metéstasis (46).
Recientemente se ha demostrado que la formacion de tumores mamarios esta
acompafada por el entrecruzamiento exacerbado de fibras de colageno, lo que produce
un endurecimiento de la MEC con un aumento en la formacién de uniones focales por
parte de las células tumorales (36). Esta remodelacion en la disposicién de las fibras de
la MEC seria la responsable de la mayor rigidez caracteristica del tejido tumoral.
Ademas de influenciar la migracién de las células cancerosas, la MEC también afecta
varias vias regulatorias mediante la modulacion de la disponibilidad de factores de

crecimiento (36).

Fibroblastos asociados a cancer (FAC)

Muchos de los cambios de la MEC son debidos a la activacion de los fibroblastos
residentes en el estroma tumoral, que aumentan su nimero y adquieren caracteristicas
diferenciales (38). Las sefiales que median la activacion de los fibroblastos no se
conocen completamente. In vitro se ha demostrado que los fibroblastos se pueden
activar bajo estimulo del factor de crecimiento transformante $ (TGF-B), involucrado
también en los procesos de cicatrizacion de heridas y fibrosis de tejidos (47).

El estroma reactivo de un tumor est4 asociado con el aumento en el nimero y la
actividad de los fibroblastos, con el consecuente incremento en la deposicion de
colageno tipo | y fibronectina (en menor cantidad) (38). Los fibroblastos asociados a
cancer (FAC) pueden ser identificados por la expresion de a-actina de masculo liso, por

lo cual también se los llama miofibroblastos. Los FAC se caracterizan por secretar una
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mayor cantidad de componentes de la matriz extracelular y por proliferar mas que los
fibroblastos en condiciones fisiologicas.

Ademads, participan en todas las etapas del desarrollo tumoral secretando proteinas que
estimulan la capacidad de invadir de las células cancerigenas, la remodelacién de
tejidos y la angiogénesis (48). En linea con estos conceptos, se demostré una
disminucion significativa en el crecimiento tumoral y en el nimero de metastasis en
ratones deficientes de fibroblastos (42). Los FAC, ademas de secretar sustancias que
afectan directamente la motilidad celular, también son fuente de proteasas que
degradan la matriz extracelular, llamadas metaloproteasas (MMPSs). De esta manera,
estas enzimas facilitan que las células tumorales puedan migrar desde el sitio primario

hacia otros tejidos en el proceso de metastasis (38).

Células endoteliales

Puntualmente en el proceso de formacion de nuevos vasos sanguineos o
angiogénesis se observa una reorganizacion de las células endoteliales, impulsada por
factores secretados tanto por las células tumorales como por las células del estoma
tumoral (37,49). El factor mas importante que controla la morfogénesis de los vasos es
el factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF), que es requerido para la
diferenciacién y quimiotaxis de los precursores de las células endoteliales. El VEGF
puede ser secretado tanto por las células tumorales como por los FAC. Su unién al
receptor en las células endoteliales promueve la proliferaciéon y diferenciacion de las
mismas, que adquieren propiedades invasivas y migratorias para dar lugar a la
formacion de nuevos vasos (50). En condiciones de baja concentracion de oxigeno o
hipoxia generada por la ineficiente vascularizacion de los tumores sélidos, se activan
diversos mecanismos que inducen la expresion de factores pro-angiogénicos, dentro
de los cuales se destaca a los factores inducidos por hipoxia (HIF-1a y HIF-2a). Estos

factores a su vez promueven la expresion de VEGF que estimula la angiogénesis (51).
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La vasculatura tumoral formada bajo estimulo de VEGF es estructural y funcionalmente
anormal dado que no se organiza en arteriolas, capilares o vénulas. Se pueden
observar vasos terminales y brotes vasculares espiralados, con excesivas anastomosis.
El flujo sanguineo por los mismos tampoco es normal observdndose una mayor

permeabilidad de estos capilares que derivan en frecuentes microhemorragias (52).

Teniendo esto en cuenta, se hace evidente que los cambios patoldgicos que se dan en
el microambiente tumoral son tan importantes para el progreso de la enfermedad como
las caracteristicas del tumor en si. Las sefiales que facilitan todos los procesos
descriptos para el establecimiento y posterior desarrollo tumoral estan lideradas en su
mayoria por factores de crecimiento. Estos, actuando sobre receptores especificos, en
general del tipo tirosina quinasa, desencadenan cascadas de sefializacion intracelular
gue regulan la progresion del ciclo celular y crecimiento, y que pueden influenciar el

metabolismo y la supervivencia celular.

EL SISTEMA DE LOS IGFS Y CANCER

La disrupcion del balance entre los distintos componentes del sistema de los
IGFs (ligandos, receptores e IGFBPs), y su vinculacion con el crecimiento,
mantenimiento y progresion tumoral ha sido demostrada en diferentes tipos tumorales
(53-55) y se ha sugerido que dicho sistema tendria un rol en las etapas tempranas de
transformacion celular y carcinogénesis (56,57).
Una posible teoria ha sido propuesta por Pollak en 2004, segun la cual los niveles
elevados de IGF-1 podrian facilitar la sobrevida de células madres que sufrieron algun
tipo de dafio genético o “hit” ya sea inhibiendo la apoptosis y/o acelerando la tasa de
proliferacion, incrementandose de esta manera la cantidad de células dafiadas que

puedan sufrir sucesivos “hits”dando lugar a la iniciacion tumoral (55). Estudios recientes
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han sugerido que los individuos con niveles circulantes de IGF-1 en el limite superior
del rango normal tienen un mayor riesgo de desarrollar cancer de colon, préstata,
mama, pulmoén y vejiga (58-61).

Por otro lado, se ha relacionado al sistema de los IGFs con la transformacion celular en
diversos modelos in vitro. DeAngelis y colaboradores demostraron que se requiere del
IGF-1R funcional intacto para la transformacion mediada por el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) en fibroblastos embrionarios murinos (células 3T3-like)
(62). Kaleko y colaboradores han demostraron que la sobreexpresion de IGF-1R
promueve la transformacion neoplasica de diversas lineas celulares, evidenciada por la
capacidad de las células en cultivo de formar colonias (63). Dicha sobreexpresion
también fomenta el crecimiento celular sin necesidad de anclaje a la matriz y es capaz
de promover el crecimiento tumoral in vivo. Por otro lado, la sobreexpresion constitutiva
del IGF-1R en una linea celular mamaria normal (células MCF-10A) activa su
transformacién tumorigénica (64). Para mencionar un ejemplo mas, en lineas celulares
de melanoma, en las cuales se evidencia la expresion de IGF-1 como de su receptor,
el estimulo con IGF-1 promueve un aumento en la proliferacion de este tipo celular de
manera dependiente de la dosis. Ademas, el bloqueo del IGF-1R con un anticuerpo
especifico provoc6 una marcada disminucién en la proliferacion de dichas células (65).
En cuanto al IGF-1R, se ha demostrado su sobreexpresiébn en numerosos tipos de
cancer desde glioblastoma y neuroblastoma (66) hasta cancer de mama (67,68) entre
otros. Por ejemplo, se demostré un aumento significativo tanto en los niveles del ARN
mensajero del IGF-1R como en los niveles de expresion de la proteina en cancer de
prostata comparado con el tejido epitelial normal de la préstata (69).

Recientemente se ha descripto ademas la localizacion nuclear del IGF-1R,
clasicamente considerado de membrana, en células tanto normales como tumorales

(70,71). A pesar de no tener secuencias tipicas de las proteinas que son traslocadas al
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nacleo (NLS) se ha verificado la presencia en este compartimento del receptor intacto.
El mecanismo de translocacion ha comenzado a dilucidarse, el mismo involucra la
modificacion de 3 residuos de lisina muy conservados, localizados en la subunidad beta
del IGF-1R en las posiciones 1025, 1100 y 1120 de la proteina madura (71). Para que
se lleve a cabo dicha modificacion, SUMO (small ubiquitin-like modifier) debe ser
activado por una enzima activadora (SUMO EL1). El complejo luego es transferido a una
segunda enzima conjugadora llamada UBC9 (SUMO EZ2), para ser finalmente unido a
los residuos de lisina en la proteina target (72). Por otro lado, la fosforilacion del receptor
€S un requisito necesario para la traslocacion al ndcleo, demostrando que esta
localizacién seria en respuesta a estimulos externos mas que un trafico intracelular no
regulado por el entorno celular (70,71). Estudios mas recientes han demostrado que
para la traslocacion, luego de la fosforilacion, es necesario que el IGF-1R se asocie a
una subunidad especifica de la dinactina (proteina involucrada en el transporte
intracelular) llamada p150Glued, encargada de transportarlo hasta el poro nuclear. En
ese lugar, para que el IGF-1R pueda atravesar el complejo del poro nuclear, debe
interactuar con la importina B y asociarse con la enzima, RanBP2 que tiene actividad
de SUMO E3 ligasa (73). Los autores de este trabajo proponen que para que el IGF-1R
pueda interactuar con RanBP2 el receptor debe estar previamente SUMOilado.

Si bien aun no se conoce por completo la funcién de este receptor en el nicleo, algunos
autores ya han demostrado su asociacién con mal pronéstico en diferentes tipos
tumorales (74-76). Algunos trabajos han demostrado que el IGF-1R en el nlcleo se
une al DNA, donde actuaria como un activador de la transcripcion de ciertos genes (71).
Warsito y colaboradores han demostrado la asociacion en el nacleo del IGF-1R con el
factor de transcripcion LEF1, incrementando la actividad de los promotores de genes

gue responden a LEF1 como son ciclina D1, involucrada en el avance del ciclo celular
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de fase G1 a fase S, y axina 2 que participa en estabilizacion de la $-catenina en la via
se sefializacion de Wnt (77).

Por otro lado, la disponibilidad de nutrientes y oxigeno es uno de los factores limitantes
en el crecimiento del tumor ya que a medida que este se expande comienzan a
generarse gradientes de difusién, tanto de oxigeno generandose hipoxia, como de
nutrientes, obteniéndose por lo general una masa central tumoral necrética. Estas
condiciones pueden ser superadas mediante el desarrollo de nuevos vasos (50). La
hipoxia es registrada por las células determinando el aumento de expresién del factor
inducible por hipoxia-1a (HIF-1a), factor de transcripcién que se trasloca al nudcleo
donde regula la expresién de genes como por ejemplo el VEGF que es el principal
factor angiogénico secretado por los tumores (78-80).

Aunque la hipoxia es el mayor estimulo para la angiogénesis se ha demostrado que los
IGFs estan involucrados mas tempranamente en este proceso. Se sabe que el IGF-1R
esta presente en células endoteliales y que la accion de IGF-1 sobre estas es estimular
la migracion y la formacion de estructuras tubulares (81). En cultivos primarios de
fibroblastos embrionarios de raton, se observo que tanto IGF-1 como IGF-2 inducen la
expresion del HIF-1a tanto en ausencia de hipoxia o en condiciones de cultivo de baja
densidad celular (82).

Ademés de la neovascularizacion, las células tumorales también pueden inducir la
formacion de nuevos vasos linfaticos y este proceso es conocido como
linfoangiogénesis. Recientemente se ha identificado al IGF-1R como regulador positivo
de la produccién de VEGF-C, principal mediador de la linfangiogénesis (83).

En cuanto al metabolismo, se sabe que las células malignas dejan de utilizar la
fosforilacion oxidativa para producir ATP, cambiando el proceso por la via glucolitica.
Esto es conocido como efecto Warburg y tiene como consecuencia la disminucion en

la produccion de ATP y la acidificacion caracteristica de los procesos tumorales (32).
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En este escenario los IGFs tienen un papel importante ya que el IGF-1 activa la via de
PI3K-AKT estimulando la obtencion de piruvato a partir de glucosa y favoreciendo la
producciéon de energia en las células tumorales mediante esta via (84). Por otro lado,
se ha descripto que el estimulo con IGF-1 aumenta la expresion del transportador de
glucosa GLUTL1 en diversos tipos celulares, modulando la captacion de la misma (85).
Por dltimo, se ha documentado el rol del sistema de los IGFs en el proceso de
metastasis de diferentes tipos de canceres en el humano. Por ejemplo, se demostré un
aumento significativo tanto en los niveles del ARN mensajero del IGF-1R como en los
niveles de expresion de la proteina en cancer de préstata y sus metastasis 6seas
comparado con el tejido epitelial normal de la préostata (69). En cancer de colon, se
mostré un incremento gradual en la expresiéon del IGF-IR durante la progresién tumoral
desde adenomas del colon hasta adenocarcinomas primarios y metéstasis (86).
Asimismo, se encontrd una correlacion significativa entre niveles elevados de expresion
del IGF-1R y el riesgo de metéstasis en higado con la consecuente muerte en pacientes

con melanoma uveal (87).

Modelos animales

Diversos modelos animales confirman la importancia del sistema de IGFs en la
iniciacion, progresion y metastasis tumoral, especialmente en los modelos de ratones
modificados genéticamente. Por ejemplo, en el modelo de raton transgénico para
adenocarcinoma de préstata (TRansgenic Adenocarcinoma Mouse Prostate, TRAMP),
la sobreexpresion selectiva del IGF-I humano en células epiteliales basales de préstata
da como resultado la sobreexpresion del IGF-IR en estas células y el desarrollo
espontaneo y gradual de cancer de prdéstata (88). El modelo murino Bk5.IGF-1, con
sobreexpresion del IGF-1 en las células de la capa basal de la epidermis genera
hiperplasias permanentes que con la edad terminan generando tumores espontaneos

(89). Otros modelos, como el raton MTB.IGF-1R que tiene sobreexpresion del IGF-1R
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en el epitelio mamario, muestran lesiones que progresan en el tiempo para terminar en
adenocarcinomas, con un 25-30% de metastasis en pulmon (90).

Mediante la utilizacion de ratones transgénicos se han descripto también efectos
directos de los IGFs sobre las células del endotelio vascular. Utilizando ratones con
delecion del exon 4 del gen del IGF-1R en las células endoteliales, ratones
VENIFARKO, se observo una reduccion significativa de la neovascularizaciéon de la
retina inducida por oxigeno sugiriendo que el IGF-1 a través del IGF-1R, regula este
proceso en la retina mediante la expresién de diferentes factores y/o proteinas
involucradas en la vascularizacién (91).

En el laboratorio del Dr. Derek LeRoith se generaron ratones con deficiencia hepética
de IGF-1 (ratones LID, Liver-IGF-1 Deficient mice), utilizando el sistema de
recombinacion cre-loxP y direccionando la expresion de la recombinasa Cre con el
promotor de la alblimina, sintetizada exclusivamente en el higado (92). Asi, estos
animales no expresan el ARN mensajero del igf-1 en el higado y tienen una reduccion
drastica -del 75%- en los niveles de IGF-1 circulante a pesar de lo cual, la expresion de
IGF-1 en otros tejidos no se ve afectada y su crecimiento no difiere significativamente
de aquellos ratones que no tienen esta deficiencia. Esto reafirma la importancia de la
produccion de IGF-1 extrahepdtica, paracrina/autocrina para la regulacién del
crecimiento (92). Por otro lado, este modelo ha permitido demostrar que los menores
niveles de IGF-1 circulante disminuyen la incidencia de tumores de mamay piel ademas
de una disminuir en el crecimiento y metastasis hepaticas de tumores de colon (93-95).
A pesar de que la asociacién entre niveles de IGF-1 e incidencia tumoral ha sido muy
bien documentada en modelos animales, estos no permiten discernir entre el papel que
tiene el IGF-1 en circulacion versus el IGF-1 localmente producido en los tejidos. Para
ayudar al entendimiento de este ultimo interrogante se ha desarrollado un modelo

murino de haploinsuficiencia del IGF-1R, que imitaria una deficiencia en los niveles de
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IGF-1 producidos localmente. Este modelo descripto previamente (96) contiene
secuencias LoxP flanqueando el exdén 3 del gen del IGF-1R murino. La accion de la
recombinasa EllaCre en etapas tempranas del desarrollo embrionario determina la
generacién de animales controles (L/L), con haploinsuficiencia (L/n) o con deficiencia
completa de la expresion del gen de IGF-1R (n/n) (fig 7). Estos ultimos, con ambos
alelos del receptor recombinados (ratones n/n) no son viables. Los animales con
haploinsuficiencia (L/n) tienen una diminucion de un 50% de la expresion del IGF-1R en
comparacion con los ratones sin la modificacion genética (L/L). El déficit funcional del
sistema IGF-1/IGF-1R generado por la haploinsuficiencia del receptor tiene efectos
minimos durante la embriogénesis, pero se vuelve relevante en el crecimiento post-
natal, por lo cual los ratones muestran un pequefio déficit en el crecimiento, reafirmando
la importancia del sistema IGF-1/IGF-1R en esta etapa de desarrollo. Por otro lado, se
encontré que en ratones macho la disminucién en el nUmero de receptores provoca un
leve aumento en las concentraciones parciales de IGF-1 asi como una disminucién en
la concentracion de IGFBP-4. Este efecto no se observo en ratones hembra que
parecen tener una mayor capacidad para tolerar la disminucion en el nimero de

receptores durante el crecimiento postnatal (97).
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Gen IGF-1R

Exon 3 Alelo (+)
 E—

Gen Flox /

+ - 10 E——
Recombinasa ~“~-._
EllaCRE
;._ Alelo Knockout (-)

IGF-1R (n/n) =" Knockout (no viables)

Ratones IGF-1R (+/n)= Haploinsuficientes (L/n)
IGF-1R (+/+
S Controles (L/L)

Figura 7: Generacion de los ratones transgénicos deficientes del IGF-1R. El exdn 3 del
IGF-1R se flanqued con cassette de resistencia a neomicina (neo) y 2 sitios loxP
(tridngulos). El exon 3 y el cassette de neo son eliminados por recombinacion con la
estrategia Cre-lox. En el recuadro se observan los genotipos obtenidos luego de la
recombinacion (Adaptado de Holzenberger, 2003, (96)).

FEOCROMOCITOMA

El feocromocitoma (feo) es un tumor neuroendocrino que surge a partir de las
células cromafines ubicadas en la médula de la glandula adrenal. Los paragangliomas
(pgl) son tumores neuroendocrinos derivados del tejido cromafin extra-adrenal (sistema
simpatico ganglionar). Ambos se caracterizan por sintetizar, almacenar, metabolizar y
secretar catecolaminas, aunque en los paragangliomas esta caracteristica es menos
frecuente. Una de sus manifestaciones clinicas es la amplia fluctuacién en la presion
sanguinea, que deriva en graves casos de hipertension y arritmias (98). Segun datos
de Instituto Nacional del Cancer de EEUU, este tumor tiene una incidencia que va de 2
a 8 por millon de personas por afio (99) y se puede presentar en forma familiar o
esporédica. En los casos de patologias familiares, el feocromocitoma se encuentra
asociado al sindrome de neoplasia endocrina multiple de tipo 2 (MEN2, con mutaciones

en el gen RET), a la enfermedad de Von Hippel-Lindau (VHL, con mutaciones en el gen
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VHL) o a la neurofibromatosis de tipo 1 (NF1, con mutaciones en el gen NF-1). También
se han encontrado mutaciones en los genes de la succinato-dehidrogenasa
mitocondrial (SDH) en las subunidades B, C y D (100).

El feocromocitoma es un tumor que no sigue una progresion clasica, sino que puede
adquirir capacidad metastasica en etapas tempranas de su desarrollo (101). Aunque la
mayoria de los feocromocitomas son benignos, existe un porcentaje variable -entre el
5y el 26%- de malignidad. No hay actualmente métodos histopatolégicos confiables
gue permitan distinguir entre tumores benignos y malignos, siendo la presencia de
metéstasis en sitios distantes donde el tejido cromafin esta normalmente ausente el
Unico indicador aceptado para definir malignidad (101). Los sitios de metastasis mas
comunes son los ganglios linfaticos, hueso, pulmén e higado.

Los IGFs estan involucrados en el crecimiento y tumorigénesis de la glandula adrenal.
Los carcinomas adrenocorticales de alto grado de malignidad sobreexpresan el
IGF-1R, mientras que la abundancia del IGF-1R en hiperplasias adrenocorticales y
adenomas es similar a la del tejido adrenal normal (102,103).

Por otro lado, se ha demostrado la sobreexpresién del IGF-1R en tejidos de
feocromocitoma (benigno) humano comparado con tejido adrenal normal (102). Por otro
lado en un estudio previo de nuestro grupo de trabajo, encontramos una asociacion
entre los niveles de expresion del IGF-1R y la malignidad de feocromocitomas y
paragangliomas (104) lo cual sugiere un posible papel para el circuito IGF-1/IGF-1R en
la fisiopatologia de la enfermedad.

Hasta el momento no se cuenta con lineas celulares humanas de feocromocitoma para
el estudio de estos tumores, pero se han generado lineas celulares de feocromocitoma
de raton. Estas células derivan de tumores desarrollados en ratones heterocigotas para
una mutacion del gen de la neurofiboromatosis o Nfl (105). Esta linea celular murina

denominada MPC (mouse pheochromocytoma cells) expresa la enzima
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feniletanolamina N-metil transferasa (PNMT) necesaria para la sintesis de adrenalina,
y ademas expresa niveles elevados de Ret, un receptor tirosina-quinasa caracteristico
de los feocromocitomas familiares y esporadicos en el humano (106). Por lo tanto, estas
células son una herramienta potencial para el desarrollo de modelos experimentales de
feocromocitoma y un modelo Unico para el estudio del fenotipo adrenérgico.

A diferencia de los tumores de mama y de colon, la utilizacibn de modelos
experimentales de raton para el estudio del feocromocitoma maligno ha sido menos
explorada. Nuestro grupo de trabajo ha caracterizado la respuesta a IGF-1 de las
células MPC en cultivo. Asimismo, ha desarrollado y caracterizado un modelo de
feocromocitoma subcutaneo usando las células MPC en ratones normales de la cepa
C57BL6 y en ratones LID (que tiene los niveles de IGF-1 circulante disminuidos).
Nuestros resultados demuestran que el IGF-1 promueve el desarrollo del
feocromocitoma murino a través del estimulo sobre la proliferacién, la supervivencia sin
anclaje, la formacion de nuevos vasos y la inhibicion de la apoptosis de las células MPC.
In vivo, la deficiencia de IGF-1 circulante disminuye la incidencia y prolonga el periodo
de latencia del feocromocitoma experimental (107).

Nuestros antecedentes demuestran que el IGF-1 circulante tiene un rol critico en el
mantenimiento del fenotipo tumoral, es por esto que en el presente trabajo nos
interesamos en explorar el rol del circuito local de IGF-1/IGF-1R en relacién con el

microambiente del feocromocitoma experimental.

TUMORES DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) son la segunda causa de cancer
en la infancia, superados Unicamente por las leucemias, por lo que son los tumores
sOlidos mas frecuentes en pediatria (108). Segun el dltimo informe del Registro

Oncopediatrico Hospitalario Argentino (ROHA, 2015) en nuestro pais se diagnostican
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anualmente un promedio de 245 tumores del SNC por cada millén de nifios menores
de 15 afios (109). La clasificacion mas utilizada para los tumores del SNC es la “IV
Clasificacion de Tumores del Sistema Nervioso Central de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS)” del afio 2007 (110) y su actualizacion 2016 (111). La misma clasifica
los tumores segun localizacion, tipo y grado histolégico y se utiliza para predecir el
comportamiento biolégico de la neoplasia, lo cual aporta un valioso elemento al
momento de decidir el tratamiento (112). De acuerdo al ultimo informe del registro de
tumores de SNC de los Estados Unidos la distribucion de los mismos, por tipo
histolégico, muestra que en la poblacion pediatrica los gliomas son los mas
representativos (40-50%) (108), seguidos por los meduloblastomas y los
ependimomas (113).

Como para el resto de los tumores del SNC, existe una gradacion de malignidad de la
OMS que clasifica los gliomas en 4 grados. Sin embargo, en la practica clinica se los
divide en bajo grado (grados | y Il) que representan aproximadamente el 85% de los
casos, y alto grado (grados Il y IV). Esto se debe a la marcada diferencia en la evolucion
y la respuesta al tratamiento de ambos grupos, con una media de sobrevida de mas del
90% a 10 afios en los nifios con gliomas de bajo grado con reseccion quirdrgica
completa y menor del 20% a cinco afios en los pacientes pediatricos mayores de 3 afios
con gliomas de alto grado (114).

Al igual que en los nifios, los gliomas son los tumores del SNC mas frecuentes en los
adultos, pero en ellos los glioblastomas representan el 60% de los casos, siendo el resto
gliomas de bajo grado. Otra diferencia entre ambos grupos etarios es que en los adultos
los gliomas de bajo grado tienen la capacidad de malignizarse en un alto porcentaje
(60- 70%).

Dentro de los gliomas infantiles el mas frecuente es el astocitoma pilocitico (grado )

que representa el 70% de los mismos. Su localizacidén més frecuente es en cerebelo,
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donde se puede logar la reseccion tumoral completa en un 94% de los casos. Otras
localizaciones comunes pueden ser los nervios 6pticos, el hipotdlamo y el tronco, donde
la reseccién completa es mucho mas dificil por las estructuras nobles que los rodean y
se logra solo en un 3,2% de los casos. Los gliomas de alto grado, o glioblastomas,
representan aproximadamente el 20% de los tumores gliales en edad pediatrica y en
su gran mayoria surgen de novo.

La caracterizacion molecular de los gliomas de adultos ya ha sido ampliamente
estudiada (115). Sin embargo, dadas las diferencias mencionadas entre los gliomas de
nifos y adultos, en los ultimos afios la caracterizacion biolégico-molecular de estos
tumores en edad pediatrica ha cobrado gran relevancia. Dado el avance de las medidas
terapéuticas en la oncologia pediatrica, el problema actual radica en las secuelas
neuroldgicas de las mismas, especialmente en nifios de corta edad, por lo cual resulta
imperativo encontrar marcadores moleculares prondésticos que permitan subclasificar
los pacientes dentro de cada diagndéstico con el objetivo de determinar subgrupos de
riesgo, lo que ha permitido en algunos casos, disminuir las dosis de radioterapia
minimizando secuelas posteriores (116). En los gliomas de bajo grado en edad
pediatrica, a excepcion de los que nacen en los nervios Opticos, el tratamiento en primer
término es la cirugia. En caso de permanecer un remanente tumoral se espera la
evolucion del mismo antes de definir un tratamiento adyuvante. Actualmente, el
tratamiento quimioterapico convencional de pacientes con gliomas de bajo grado
progresivos se realiza con vinblastina (117). Por lo tanto, la busqueda de distintos
marcadores de agresividad especifica que pudieran ser establecidos como factores
pronosticos beneficiarian a los pacientes con tumores progresivos, pudiendo iniciar el
tratamiento adyuvante inmediatamente después de la cirugia.

Se ha establecido en estudios previos que los gliomas utilizan varias estrategias

metabdlicas, dentro de las cuales se encuentran las vias catabolicas, utilizadas para la
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producciéon de energia y a su vez las vias anabodlicas para poder sustentar el
crecimiento celular. Dentro de estas vias se incluyen la glucdlisis aerébica, que aporta
no solo energia, sino que provee los esqueletos carbonados para la sintesis de acidos
nucleicos mediante la via de las pentosas fosfato. También encontramaos el ciclo de los
acidos tricarboxilicos, que es central para el metabolismo de los aminoacidos y la
produccién de acetil-CoA. Por ultimo, se puede mencionar el metabolismo de los acidos
grasos, que contribuye significativamente a la produccién de energia en este tipo
celular, asi como a la formacién de membranas lipidicas (118).

En cuanto al sistema de los IGFs, se sabe que el IGF-1R esta implicado tanto en el
crecimiento postnatal como en el desarrollo tumoral del sistema nervioso central (119).
Ya en el afio 1997 Glick y colaboradores evidenciaron la presencia tanto del receptor
de insulina (IR) como del IGF-1R en muestras de tumores humanos de SNC (120). La
sobreexpresion del IGF-1R como de sus ligandos IGF-1 e IGF-2 ha sido detectada en
astrocitomas humanos y la activacion del sistema indica que el mismo contribuye a la
progresion tumoral (121,122).

Sin embargo, la expresién de los componentes del sistema de los IGFs en astrocitomas
humanos de alto grado (glioblastomas) se ha reportado mayoritariamente en series
pequefias y con muestras de pacientes adultos, sin llegar a resultados consistentes. En
estos estudios, se ha encontrado expresion de IGF-1 en la mayoria de los glioblastomas
utilizando hibridacion in situ (100%) o IHQ (75-100%), mientras que la expresion del
IGF-2 fue siempre menos prevalente (123-125). Suvasini y colaboradores han
reportado que los niveles de transcriptos de IGF-1 e IGF-2 evaluados por PCR en
tiempo real no varian entre astrocitomas, glioblastomas y muestras de tejido cerebral
normal en muestras de pacientes adultos (126). En este estudio tampoco se

encontraron diferencias en la expresion del IGF-1R entre los grupos comparados.
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Algunos estudios han reportado el valor pronostico del sistema de los IGFs en la
patogénesis del glioblastoma en pacientes adultos. Por un lado, se ha identificado un
grupo de glioblastomas caracterizado por la sobreexpresion del IGF-2 que pertenece a
una subclase asociada con peor sobrevida (127). En segundo lugar, otro estudio ha
demostrado una correlacion inversa entre los niveles de expresion del IGF-1R a nivel
de mensajero y proteinas y la sobrevida de los pacientes (128).

Recientemente Maris y colaboradores han detectado que la expresion de IGF-1R y el
IGF-2R es significativamente mayor en muestras de glioblastoma que en tejido cerebral
normal (129). En este estudio realizado por IHQ en 167 casos de pacientes adultos,
dividen los tumores en tres grupos: sin marca, con marca débil o marca fuerte y
encuentran una asociacién negativa entre la expresion del IGF-1R y la sobrevida de los
pacientes con glioblastoma por lo que proponen al IGF-1R como marcador pronostico.
Asimismo, nuestro grupo de trabajo ha demostrado que, en pacientes pediatricos, la
presencia del IGF-1R en el nucleo de las células tumorales esta relacionado con
tumores de mayor grado y un peor prondstico para estos pacientes (130).

Por otro lado, se ha demostrado la presencia del IGF-1R en lineas celulares de
glioblastoma (131,132). In vitro se ha observado un aumento de la proliferacion,
sobrevida y migracion de estas células en respuesta a los IGFs (127,131-134).
Considerando estos antecedentes, para la realizacion del presente trabajo se utilizo la
linea celular U-87 MG, generada a partir de un glioblastoma de grado IV. Estas células
presentan una mutacion inactivante en la enzima PTEN (fosfatidilinositol-3,4,5-
trisfosfato 3-fosfatasa) la cual genera que no se contrarreste el aumento en los niveles
de PIP3 generados por PI3K (135). Adicionalmente, esta linea celular expresa de
manera nativa (sin mutaciones) la enzima IDH (isocitrato deshidrogenasa), la cual se
encuentra mutada en la mayoria de los gliomas adultos, pero no presenta mutaciones

en los glioblastomas pediatricos (136).

36



Introduccion

Estudios previos han demostrado que la expresién por infeccion viral de un IGF-1R con
su porcidn tirosina quinasa defectuosa suprime el crecimiento y genera apoptosis en
esta linea celular, de la misma manera que lo hace la reintroduccién de la proteina
PTEN nativa (137). Por otro lado, Zamykal y colaboradores han generado un modelo
de glioblastoma intracerebral en ratones mediante la inyeccion de células U-87 MG. Los
autores reportan que el uso del anticuerpo bloqueante del IGF-1R IMC-A12 inhibe el
crecimiento tumoral (128). Tomados en conjunto, los antecedentes mencionados las
células U-87 MG son un modelo adecuado para el estudio de la expresién y localizacion

de los componentes del sistema de los IGFs en gliomas de pacientes pediatricos.
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MARCO DE REFERENCIA

El sistema de los IGFs, por sus caracteristicas mitogénicas y antiapoptéticas,
esté implicado en el desarrollo del cancer. Si bien el feocromocitoma es un tumor poco
frecuente en su forma esporadica, su incidencia esta asociada hasta en un 40% a
enfermedades hereditarias que involucran mutaciones en diversos genes, como VHL,
RET, SDHB, SDHD, NF1 entre otros. Nuestro instituto, el Centro de Investigaciones
Endocrinolégicas (CEDIE) es un centro de referencia para el diagnéstico del
feocromocitoma/paraganglioma al que se derivan pacientes de diversas instituciones
publicas y privadas del pais. Como se mencion6 en la introduccién, los
feocromocitomas y paragangliomas son malignos en un 5-25%. Previamente, hemos
demostrado la sobreexpresion del IGF-1R en feocromocitomas malignos y su valor
pronéstico para la sobrevida de los pacientes con esta enfermedad, asi como de
manera experimental mediante un modelo murino y cultivos celulares, que el IGF-1
modifica el fenotipo de células de feocromocitoma, siendo muy importante como factor
de supervivencia celular. Dado que la interaccion de las células tumorales con su
entorno es de vital importancia para el establecimiento y crecimiento de un tumor en un
sitio distante al tumor primario, con la realizaciébn del presente trabajo de tesis
esperamos aportar conocimientos relacionados con la regulacion por parte del IGF-1
de las primeras interacciones responsables del establecimiento de células de
feocromocitoma, es decir, células transformadas, en un microambiente modificado
genéticamente. La utilizacién y generacion de modelos experimentales adecuados para
el estudio del feocromocitoma y de los mecanismos involucrados en las distintas etapas
del establecimiento tumoral, es de vital importancia. Con el desarrollo de este objetivo
esperamos generar beneficios para toda la comunidad cientifica de la especialidad,

tanto en el &mbito de las ciencias médicas basicas como aplicadas.

39



Por otro lado, como se menciond, los tumores de SNC son los tumores sélidos de mayor
frecuencia en pediatria. En nuestro grupo de investigacion se esté realizando un trabajo
prospectivo de estudio de dicho sistema en muestras de tumores del SNC de pacientes
pediatricos que ya lleva incluidos mas de 100 pacientes. Por inmunohistoquimica,
hemos encontrado que todos los tumores expresan el IGF-1R y que en gliomas (el
subgrupo tumoral mas frecuente) la localizacion nuclear del receptor IGF-1R se asocia
a una menor sobrevida de estos pacientes. Como segundo objetivo de este plan de
tesis, nos propusimos determinar los niveles de expresion de los componentes
principales del sistema de los IGFs en los gliomas, y mediante el trabajo experimental,
tanto in vitro como in vivo avanzar en el conocimiento de algunos de los mecanismos
subyacentes en el comportamiento diferencial de los gliomas estudiados.

El avance en el conocimiento de los tumores de SNC, asi como en la definicion de
grupos de pacientes que posibilita el tratamiento segun la biologia del tumor y su
potencial respuesta significa definir una terapia dirigida con mayor exactitud. En
particular, en pediatria la identificacion de marcadores que ayuden a individualizar
tratamientos efectivos y especificos cobra especial importancia porque evita secuelas

innecesarias en un cerebro en desarrollo.
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HIPOTESIS

En base a los antecedentes presentados, nuestra hipétesis de trabajo es que el

sistema de los factores de crecimiento similares a la insulina tiene un papel en el
desarrollo tumoral tanto a nivel del establecimiento inicial del tumor como en su
crecimiento y progresion. Asi, el circuito local IGF-1/IGF-1R presente en las células
gue constituyen el microambiente del tumor (por ejemplo, fibroblastos, células
endoteliales y/o células ubicadas en la vecindad del tumor) tiene un papel en el
mantenimiento de dicho microambiente, y por lo tanto un desbalance en el mismo
tendra un impacto sobre procesos como el establecimiento tumoral, la
neovascularizacion y la diseminacion de las células tumorales hacia sitios secundarios.
Para estudiar este fendmeno, utilizaremos un modelo experimental de feocromocitoma,
con haploinsuficienciadel IGF-1R en células no tumorales. Por otro lado, el sistema
de los IGFs (ligandos y receptores) presente en las células tumorales afecta su
proliferacion y supervivencia, determinando el comportamiento y caracteristicas
tumorales. Para el estudio de este aspecto del sistema de los IGFs, utilizaremos
muestras de tumores pediatricos de SNC y lineas tumorales humanas de
glioblastoma con expresién diferencial de algunos componentes del sistema de
los IGFs.

Para poner a prueba estas dos hipoétesis, se plantearon dos objetivos especificos,
con disefios y modelos adecuados para cada una de ellas. El desarrollo de los objetivos
planteados dio origen a los dos capitulos que componen este trabajo de Tesis

Doctoral.
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Objetivos

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general del presente proyecto es caracterizar el papel del sistema de
los IGFs en diferentes etapas del proceso tumoral en dos modelos con importancia en
pediatria. El objetivo a largo plazo es aportar al entendimiento del complejo sistema de
los IGFs y su papel en el control de los mecanismos involucrados en el establecimiento,
desarrollo y progresion tumoral, contribuyendo de esta manera al disefio de mejores
herramientas terapéuticas.

Los objetivos especificos constituyen diferentes enfoques dirigidos a contestar ambos
aspectos de nuestra hipétesis e involucran dos modelos de cancer relevantes en
pediatria por lo cual constituyen dos capitulos independientes, y estan definidos segun

el modelo de estudio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo especifico 1- Dilucidar el mecanismo por el cual el sistema de los IGFs
presente en células no tumorales participa en el establecimiento tumoral en un modelo
de feocromocitoma murino.

Utilizaremos un modelo de haploinsuficiencia del IGF-1R, en el cual pondremos de
manifiesto el impacto del circuito IGF-1/IGF-1R presente en las células que constituyen
el microambiente tumoral en los estadios tempranos del establecimiento, el crecimiento
y caracteristicas del feocromocitoma murino, tanto in vivo como in vitro.

El desarrollo de este objetivo constituira el capitulo 1.

Objetivo especifico 2- Caracterizar la expresion y el impacto de componentes del
sistema de los IGFs en tumores de sistema nervioso central de pacientes pediatricos y

su vinculacion con los diferentes grados de malignidad.
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Objetivos

Nos proponemos:

2 a.- determinar los niveles de expresion de IGF-1, IGF-2, IGF-1R e IR en muestras de
tumores del sistema nervioso central de poblacién pediéatrica.

2 b.- evaluar el impacto de la sobreexpresion y/o localizacién subcelular del IGF-1R en
el fenotipo in vitro e in vivo en una linea de glioblastoma humano (U-87 MG)

El desarrollo de este objetivo constituira el capitulo 2.
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Capitulo 1
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Capitulo 1

OBJETIVO ESPECIFICO 1

Dilucidar el mecanismo por el cual el sistema de los IGFs participa en el

establecimiento tumoral en un modelo de feocromocitoma murino.

Para la realizacion de este objetivo se utiliz6 un modelo de haploinsuficiencia
del IGF-1R, en el cual se pone de manifiesto el impacto del circuito IGF-1/IGF-1R
presente en las células que constituyen el microambiente tumoral en los estadios
tempranos del establecimiento, el crecimiento y caracteristicas del feocromocitoma
murino, tanto in vivo como in vitro.

Para evaluar el circuito local IGF-1/IGF-1R en el establecimiento, crecimiento y
caracteristicas del feocromocitoma experimental in vivo se inyectaron ratones con
células MPC. Se utllizaron animales macho modificados genéticamente,
haploinsuficientes para el IGF-1R en todas sus células (ratones Igf-1r ", fenotipo alelo
nulo del IGF-1R o L/n) y ratones con expresion normal del IGF-1R (ratones Igf-1r ",
fenotipo control, L/L).

Para realizar una mejor caracterizacion de lo observado en los experimentos in vivo, se
llevaron a cabo estudios in vitro que permitieron, utilizando un sistema aislado, poner
de manifiesto las diferencias esperadas. Para cumplir con este objetivo se prepararon

cultivos primarios de fibroblastos de la dermis de los ratones control y haploinsuficientes

para IGF-1R, que se utilizaron en distintos tipos de ensayos.
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Materiales y métodos, capitulo 1

Linea celular de feocromocitoma

Como modelo de feocromocitoma se utilizé la linea celular MPC (MPC4/30PRR)
(Mouse Pheocromocytoma Cells), gentilmente cedida por el Doctor A. Tischler
(Universidad Tufts, Boston). Estas células fueron cultivadas en medio RPMI 1640
suplementado con 10 % suero equino (HS), 5 % suero fetal bovino (SFB) y mantenidas

en estufa gaseada con 5 % CO; a 37 °C.

Modelo animal de feocromocitoma

Animales:

Se utilizaron ratones modificados genéticamente haploinsuficientes para el IGF-
1R en todas sus células, descriptos previamente por Holzenberger y colaboradores
(96). Estos ratones, con fondo genético correspondiente a la cepa C57BL/6, poseen
sitio de recombinacion para la recombinasa embrionaria EllaCre en ambos alelos del
gen del IGF-1R. A partir de su endocria se obtienen ratones con recombinacion en uno

fiin

de los alelos, haploinsuficientes para el IGF-1R (lgf-1r o L/n) y ratones sin

recombinacion, con expresion normal del IGF-1R (Igf-1r " o L/L).

Nombre Fenotipo IGF-1R tisular
Igf-1r V1 6 L/L Control 100%
Igf-1r " 6 L/n alelo nulo para el IGF-1R 50%

haploinsuficiencia del IGF-1R

Tabla 1: cohorte de ratones transgénicos utilizados.

Los ratones fueron mantenidos segun la guia del cuidado y uso de animales
experimentales (138) recibiendo agua y comida ad libitum en un régimen de luz-

oscuridad de 12 h.
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Materiales y métodos, capitulo 1

Genoatipificacion:

La genotipificacion se realiz6 utilizando ADN extraido de tejido de biopsias de
las colas de ratones de 3-4 semanas de edad que se procesaron segun ha sido
descripto previamente (92). Brevemente, el material obtenido fue incubado por 12 h con
agitaciéon a 55 °C en buffer de lisis y proteinasa k (20 mg/ml). Luego de la incubacién se
centrifugaron las muestras para quitar los restos no lisados, se tomo el sobrenadante y
se precipitdé el ADN con 500 pl de isopropanol. Se centrifug6 para obtener el ADN y el
mismo se lavé con 1 ml de etanol 70 %. Finalmente, el ADN fue resuspendido en agua
destilada para su posterior analisis.

Se empled la metodologia de PCR en tiempo final utilizando cebadores que permitieron
identificar simultdneamente el alelo del receptor recombinado (nulo) y el alelo sin
recombinacion (139). Las condiciones de ciclado fueron las siguientes: 4 minutos a
94°C, luego 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 62,5 °C por 45 segundos y 72 °C por
50 segundos. Para finalizar un altimo ciclo de 10 minutos a 72 °C.

Los productos de PCR fueron corridos en geles de agarosa 1,5 % y tefiidos con bromuro

de etidio para verificar la presencia de los fragamentos de interés.

Primer Direccion Secuencia

A Forward 5 CCATGGGTGTTAAATGTTAATGGC 3
B Reverse 5 ATCTTGGAGTGGTGGGTCTGTTTC 3
C Reverse 5 ATGAATGCTGGTGAGGGTTGTCTT 3

Tabla 2: Cebadores utilizados para la genotipificacion de los ratones transgénicos utilizados.

48



Materiales y métodos, capitulo 1
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Figura 8: Esquema de la localizacion de los sitios loxP flanqueado el exon Il del gen del
IGF-1R reconocidos por la recombinasa embrionaria EllaCre. Las bandas esperadas con
de 204 pb para el alelo recombinado (alelo nulo) y 312 pb para el alelo flanqueado por la
secuencia loxP, sin recombinar. (Adaptado de Froment y colaboradores (139)).

Modelo de feocromocitoma:

Para generar el modelo tumoral se inyectaron 1 x10° células MPC en el flanco
derecho de ambos grupos de ratones de 6-8 semanas de edad. Se realizaron
monitoreos semanalmente y se registré la incidencia y periodo de latencia tumorales.
Los didmetros mayor y menor de los tumores fueron medidos con calibre para realizar
el calculo de su volumen (140).

1/2 x diametro mayor x (diametro menor)?

Los ratones fueron sacrificados de 8 a 10 semanas post-inéculo o cuando el tumor
alcanz6 un didmetro mayor de 2 cm. Al momento del sacrificio los ratones fueron
inyectados con una solucién de bromodesoxiuridina, para calcular el indice de
proliferacion tumoral.

Los tumores fueron disecados y una porcién procesada para histologia y otra congelada
para extraccion de ARN y proteinas a fin de estudiar los perfiles genéticos y de
expresion relacionados con el fenotipo tumoral observado.

Por otro lado, se tomaron muestras de piel post mortem de la region dorsal de ambos

grupos de ratones que también fueron procesadas para su estudio histolégico.
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Célculo de tamafio muestral:

El tamafio muestral se calcul6 considerando que este es un estudio de contraste
de hipétesis, donde se comparan principalmente dos proporciones (incidencias
tumorales). Se tomo un nivel de confianza o seguridad del 95 % (alfa de 0.05), un poder
estadistico del 80 % (beta de 0.20) para una hipoétesis unilateral (la incidencia en el
grupo L/n sera menor que el 100 % del grupo L/LI). De nuestros datos preliminares
sabiamos que la incidencia o proporcion de ratones que desarrollan tumores en los
controles es del 100 %, mientras que en el grupo L/n es de aproximadamente 85 %.
Asumiendo un comportamiento similar, y estimando un 20 % de pérdida, se calcul6 que

se necesitarian 44 ratones por grupo experimental.

Procesamiento histolégico

Los tumores disecados y las biopsias de piel fueron fijados en una solucion de
formaldehido al 4 % por 24 h, embebidos en parafina, cortados con micrétomo en
secciones de 5 ym y montadas sobre portaobjetos. Los cortes fueron rehidratados con
soluciones de etanol de graduacion decreciente y colocados en agua destilada como
Gltima instancia para la realizacion de las diferentes coloraciones o para
inmunomarcacion.

Se realizaron tinciones topograficas de hematoxilina-eosina y tricromica de Masson
para evaluar la integridad y caracteristicas generales de los tejidos. Luego de las
coloraciones los cortes fueron observados en microscopio 6ptico Nikon Eclipse 50i con

aumento 40x para su analisis.

Estudio por inmunohistoguimica (IHQ):

Los cortes de tumores realizados para IHQ fueron montados sobre portaobjetos
con carga. Los mismos fueron hidratados y se les realizaron 5 ciclos de recuperacion
antigénica calentando en buffer citrato (pH 6) en microondas por 80 segundos. El

bloqueo de la peroxidasa endégena se realizé con agua oxigenada de 10 volumenes
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por 30 minutos y el bloqueo de sitios inespecificos con suero de caballo 5 % en PBS
por otros 30 minutos.

Se realizé la incubacién con el anticuerpo primario correspondiente para cada técnica
(ver detalle a continuacién) toda la hoche en cAmara humeda a 4 °C. Para revelar se
utilizé el sistema de deteccion LSAB + Sistema de HRP, DAB liquida + sustrato
cromogeno siguiendo las instrucciones del fabricante y se coloredé con hematoxilina
para evidenciar los nudcleos. Una vez finalizada la técnica, los preparados se
deshidrataron con soluciones de etanol de graduacion creciente y se colocaron en xilol
para luego ser montados en resina natural.

1) Evaluacién de la expresion del IGF-1R: se utiliz6 un anticuerpo policlonal que

reconoce la subunidad B de IGF-1R en dilucibn 1/500 (#3027, Cell Signaling
Technology, Boston, MA, USA). Se estudié su presencia, intensidad de marcado y
localizacién, luego de la contracoloracién con hematoxilina.

2) Evaluacion de la proliferacién celular: se detectd la marcacion positiva para BrdU

con un anticuerpo monoclonal en dilucion 1/100 (Dako, Carpinteria, CA, USA) como ha
sido descripto previamente (107). Se realizé un analisis cuantitativo de los cortes,
contando por lo menos 3000 nucleos por preparado. Muestras de intestino delgado de
los ratones fueron usadas como control de eficiencia de la incorporacion de BrdU.

3) Evaluacién de la vascularizacion tumoral: Se realiz6 inmunohistoquimica en los

cortes de tumores utilizando un anticuerpo policlonal especifico para el Factor de Von
Willebrand (FVIII, dilucién 1/400, Dako, Carpinteria, CA, USA), como marcador de
neovascularizacion, y posterior contracoloracion con hematoxilina. Se identificaron las
areas de alta densidad de marcado para FVIII, considerando como vaso todas las zonas
de lumen delimitadas por células positivas, grupos de células o células individuales

también positivas, excluyendo células redondas o poliédricas que podrian representar
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eritrocitos, macréfagos o cualquier otra célula del plasma (141). Se evaluaron al menos
20 campos por corte con un aumento de 20x.

Para el estudio de la densidad vascular, el tamafio muestral se calculé considerando

gue este es un estudio de contraste de hipotesis, donde se comparan principalmente
las medias de dos poblaciones. En un estudio piloto usando tumores control (6 cortes
por tumor), determinamos por inmunohistoquimica para Factor VIII que la cantidad de
vasos por campo de 20X es alrededor de 63 + 18. Para el calculo del tamafio muestral
en este estudio consideramos que una diferencia entre las medias de 20 vasos/células
aisladas por campo seria una diferencia relevante (aproximadamente el 30 % de
diferencia). Con un nivel de confianza o seguridad del 95 % (alfa de 0.05), un poder
estadistico del 80 % (beta de 0.20) para una hipétesis bilateral, una diferencia entre las
medias de aproximadamente 20 células/vasos por campo el tamafio de la muestra es
de 10 ratones por grupo experimental, considerando 6 cortes por tumor. Estimando un
20 % de pérdida, el tamafio muestral por grupo experimental es de 12 ratones por punto

a evaluar.

Cultivos Primarios

Se realizaron cultivos primarios a partir de la piel de la regién dorso-lateral de
ratones de la cepa C57BL6, haploinsuficientes para el IGF-1R (ratones L/n) o control
(L/L) utilizando el protocolo descripto por Takashima y colaboradores (142).
Brevemente, antes de tomar la muestra de piel se aplico etanol 70 % y se rasuro la piel
de los ratones para eliminar el pelo. Se lavaron las muestras de piel con PBS y se
removié el tejido subcutdneo con pinzas. Luego se cortd la piel en tiras para ser
incubadas con tripsina por 30 min en estufa a 37 °C y 5 % CO.. Las muestras se lavaron
con PBS y se cortaron en cuadrados chicos (2-3 mm) que se colocaron de a 5-10 en
placa de cultivo de 6 pocillos o 2 a 3 cuadrados en placa de cultivo de 24 pocillos. Luego

se cubrieron con cubreobjetos estériles y se incubaron con medio RPMI (10 % suero
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equino, 5% suero fetal bovino) en placas de cultivo estufa a 37 °C y 5 % CO- hasta que
los fibroblastos de la dermis migraron y cubrieron un 80 % de la superficie de las placas.
1) Obtencion de medios condicionados: los cultivos primarios de fibroblastos fueron
incubados con medio RPMI suplementado con 2,5 % de suero equino y 1,25 % suero
fetal bovino. Luego de 24 h se recogié el medio, se centrifug6é y almacené para ser
utilizado en posteriores experimentos de proliferacion y muerte celular.

2) Obtencion de matrices diferenciales: los cultivos primarios de fibroblastos fueron
irradiados en microondas con 2 pulsos de 2 min a 650W, separados por 1 minuto de
espera para detener la proliferacion de los fibroblastos y conservar el estroma generado
por los mismos, como ha sido descripto previamente (143). Las placas se lavaron con
PBS y fueron utilizadas para los experimentos de proliferacion y muerte celular como

se describe mas adelante.

Ensayos de proliferacion celular con medios condicionados:

Una vez obtenidos los medios condicionados los mismos se utilizaron para
cultivar las células MPC en ensayos de proliferacion. Se sembraron 4x10° células MPC
por pocillo en placas de 24 pocillos con medio RPMI completo por 24 h. Se consideré
una placa por cada punto (dia) del ensayo, y por cada condicion evaluada: medio
condicionado por fibroblastos de ratones control (L/L) o por fibroblastos de ratones
haploinsuficientes (L/n). Cada punto se realizé por triplicado y ademas se utilizé una
placa adicional para determinar el nUmero inicial de células MPC. Pasadas las 24 h del
sembrado de las MPC se cambi6 el medio completo por medio fresco condicionado por
los fibroblastos de ratones control (L/L) o haploinsuficientes (L/n). Estos medios
condicionados se cambiaron cada 48 h. Luego de 1, 3, 5y 7 dias de cultivo con los
medios condicionados, las células MPC se trataron con tripsina (0,25 %) y se realizo
una coloracion de exclusion con azul tripan 0.5 % para contar en camara de Neubauer
el nimero de células viables en cada punto y condicion.
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Ensayos de proliferacion celular en matriz diferencial:

Se midio la proliferacion de las células tumorales MPC cultivadas sobre matrices
diferenciales generada por los fibroblastos antes descriptas. Se sembraron 3x10°
células MPC por pocillo y se incubaron con medio RPMI completo (10 % suero equino,
5 % suero fetal bovino). Se considerd una placa por cada punto (dia) de ensayo y por
cada condicién evaluada: matriz diferencial generada por fibroblastos de ratones control
(L/L) o haploinsuficientes (L/n). Cada punto se realiz6 por triplicado y ademas se utilizo
una placa adicional para determinar el nimero inicial de células MPC. Luegode 1, 3,5
y 7 dias de cultivo en las distintas matrices, las células MPC se trataron con tripsina
(0,25 %) y se realiz6 una coloracion de exclusion con azul tripan 0.5 % para contar en

camara de Neubauer el numero de células viables en cada punto y condicion.

Proliferacion celular por incorporacién de bromodesoxiuridina (BrdU) in vitro

En el dia 5 de cultivo de las células MPC sobre matriz diferencial el medio de
cultivo fue reemplazado por 400uL medio fresco con el agregado de 40 pL de
bromodesoxiuridina (1mg/ml concentracién final), se incubaron las células por 30
minutos y se fijaron con metanol: acético (3:1) por 30 min para inmunocitoquimica. El
ADN fue desnaturalizado mediante incubacion con 70 % etanol-NaOH 0,2M seguido
por etanol 70 % y 96 % frio. Por Ultimo, se utilizd una dilucion 1/400 del anticuerpo
monoclonal anti-BrdU y se incub6 en cdmara himeda a 4 °C durante toda la noche,
previo bloqueo de la peroxidasa endbégena y sitios inespecificos. Se revel6 utilizando el
sistema de deteccion LSAB + Sistema de HRP, DAB liquida + sustrato cromdgeno
(Dako, Carpinteria, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los resultados
se expresaron como porcentaje de células positivas para incorporacion de BrdU (nucleo
marcado) respecto del total de células contadas. Se contaron al menos 4000 células

por condicion.
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Muerte celular

Las células fueron incubadas con medios condicionados o sobre matrices
diferenciales generadas por fibroblastos de ratones control (L/L) o haploinsuficientes
(L/n) durante 1 o 5 dias. Se evalud la apoptosis de las mismas utilizando la técnica de
tinciébn con naranja de acridina/bromuro de etidio como ha sido descripto previamente
(144). Las células cultivadas en las distintas condiciones fueron tripsinizadas,
resuspendidas en PBS e incubadas con una solucion de naranja de acridina (100 pg/ml)
y bromuro de etidio (100 pg/ml). Las células fueron evaluadas utilizando un microscopio
de fluorescencia (Carl-Zeiss AxioScope Al) y clasificadas como vivas, apoptéticas o
necréticas. Se contaron al menos 300 células por condicién y se calcul6 el porcentaje
de apoptosis como la relacion entre las células clasificadas como apopt6ticas respecto

del total de células contadas.

Evaluacion de la expresion proteica

Extraccion de proteinas:

1) Proteinas totales: Las células fueron lisadas utilizando buffer de lisis conteniendo

inhibidores de proteasas (Complete Mini EDTA-free, Roche Diagnostics, IN. USA) como
ha sido descripto previamente (145). Brevemente, los lisados se centrifugaron a 12.000
xg por 20 min a 4 °C.

2) Integridad del colageno luego de irradiacién en microondas: Para la obtencion del

componente acelular luego de la irradiacion del cultivo primario de fibroblastos, los
pocillos de las placas fueron lavados con PBS y agua destilada y luego se incub6 con
una solucién de SDS 0.2 % durante 30 min a 37 °C con agitacion con fines extractivos.
Una vez obtenida la fraccibn proteica por alguna de las técnicas descriptas
anteriormente, la concentracion proteica fue determinada utilizando el reactivo de

Bradford (BIO-RAD Laboratories, Philadelphia, PA, USA).
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La evaluacién de la expresién proteica se llevo a cabo utilizando la técnica de Westen
Blot. Las proteinas (20-75 pg) se separaron por SDS-PAGE (10 % acrilamida) y fueron
transferidas a membranas de PVDF. Estas membranas fueron blogueadas con
soluciones de alto contenido proteico (leche o BSA) durante 2 h, incubadas con
anticuerpos primarios de interés durante la noche a 4 °C y reveladas mediante
guimioluminiscencia utilizando el reactivo comercial ECL Prime (Amersham, GE
Healthcare, UK).

Los anticuerpos utilizados en este capitulo fueron los siguientes: anti IGF-1R 8 (#3027),
anti- caspasa 3 clivada (#9661) y anti-B actina (#4970) de Cell Signaling Technology
(Boston, MA, USA). Anticuerpos anti IGFBP2 (SC-718) de Millipore (Darmstadt,
Alemania), anti- fibronectina (SC-8422) y anti-colageno tipo | (SC-59772) de Santa Cruz

Inc (Dallas, TX, USA).

Evaluacion de la expresidon génica

Extraccion de ARN: las muestras a extraer fueron homogeneizadas en Trizol y a
continuacion el ARN fue extraido utilizando un kit comercial (DirectZol, ZymoResearch,
Irvine, CA). La concentracién del ARN y su pureza fue determinada utilizando
NanoDrop, registrando su concentracién y la relaciéon entre la absorbancia a 260 nm y
a 280 nm (260/280).

Retrotranscripcion: A partir de 1 ug de ARN se llevaron a cabo las retrotranscripciones
(RT-PCR), utilizando Random hexamers y la enzima SuperScript Il (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). El ADNc resultante se diluyé 1/10 para ser utilizado para los
experimentos de PCR cuantitativa en tiempo real.

Cuantificacion relativa de la expresion génica: esta se realiz6 mediante la técnica de
PCR en tiempo real, utilizando la enzima comercial KapaSybrFast (KapaBiosystems,

Boston, MA, USA) en un termociclador StepOne Plus (Life Technologies). Brevemente,
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en un volumen final de 10 pl se colocaron 7 pl de la mezcla comercial y 3 pl de la dilucion
del ADN copia (ADNc) de cada muestra a analizar. Se realizé una curva de calibracion
para cada gen utilizando diluciones de una mezcla de partes iguales de ADNc de todas
las muestras. Mediante el método de AACt se calcularon las concentraciones relativas
de cada gen respecto a la expresion de HPRT (Hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase) utilizada como gen de referencia (146). Los valores se
presentan como veces de cambio (fold change) en relacién a las condiciones control,
detalladas en cada caso. Los genes evaluados fueron IGF-1R, TGB, IGF-1, colageno
tipo | (Cal 1), elastina (ELN), periostina (POSTN), tenascina (TNC), fibronectina (FN) e
integrinas (Itg) aV, B1 y B3, las secuencias de los cebadores y sus concentraciones
usadas se muestran en la tabla suplementaria 1.

Las condiciones de ciclado fueron estandar: 1 ciclo de 10 minutos a 95 °C, seguido por
40 ciclos de 15 segundos a 95 °C y 1 minuto a 60 °C. Luego del ciclado en todos los
casos se realiz6 una curva de disociacion (melting) del producto de PCR para verificar
la formacién de un Unico producto. Esta curva se realizé de la siguiente manera: 1 ciclo
de 15 segundos a 95 °C, 1 ciclo de 1 minuto a 60 °C y luego se aumento la temperatura

de a 0,3 °C hasta llegar a 95°C.
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Estudios in vivo

Para estudiar los efectos de la deficiencia local del circuito IGF-1/IGF-1R
utilizamos un modelo murino de feocromocitoma caracterizado previamente por nuestro
grupo de investigacion (107). Se inyectaron células MPC por via subcutanea para la
generacion de tumores en ratones macho haploinsuficientes para el IGF-1R (L/n) y en

ratones control (L/L).

La deficiencia local del IGF-1R modifica la incidencia tumoral

Mediante la confeccion de curvas de Kaplan-Meier se analizaron la incidencia y
el periodo de latencia para la aparicion de tumores en un total de 125 ratones
inoculados (77 L/L y 48 L/n). Como se puede observar en la figura 9, el 100 % de los
ratones del grupo control desarrollaron tumor mientras que 5 de los 48 L/n inyectados
permanecieron libre de tumor adn en la semana 13 post-inéculo. Asimismo, el periodo
de latencia hasta la aparicién de tumores palpables en un 50 % del grupo experimental,

fue significativamente mas corto para los ratones L/L que paralos L/n (5 vs 6 semanas).
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Figura 9: La deficiencia local del circuito IGF-1/IGF-1R modifica la incidencia y prolonga
el periodo de latencia del feocromocitoma experimental. Las curvas se realizaron
considerando la semana de aparicion de un tumor palpable (L/L vs L/n. ***p<0.0001,
Prueba de Log-Rank).
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Una vez que los tumores fueron evidentes a la palpacion, se comenzd con el registro
de los volumenes tumorales tomando ese punto inicial como cero para obtener la
primera medicion en la semana 1 post iniciacién tumoral. El crecimiento tumoral fue
calculado en base a las mediciones realizadas semanalmente con calibre tomando en
cuenta los didmetros mayor y menor de los tumores subcutaneos. Como se observa
en la figura 10, una vez establecido el tumor el crecimiento fue similar para los tumores

desarrollados en ambos grupos experimentales.
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Figura 10: La deficiencia local del circuito IGF-1/IGF-1R no modifica el crecimiento
tumoral. El volumen tumoral fue calculado en base a las mediciones de los didmetros
mayor y menor realizadas con calibre semanalmente (didmetro mayor x didmetro
menor?). Los resultados se expresan como media + DS (L/L vs L/n. p= NS, Test Mann-
Whitney).

Para verificar el crecimiento tumoral se estudio la tasa de proliferacién in vivo mediante
la incorporacion de BrdU (30 mg BrdU/ kg de peso corporal). La técnica de
inmunohistoquimica para detectar la incorporacion de BrdU pone de manifiesto el
porcentaje de células en fase S tanto en los tumores desarrollados en ratones control
(L/L) como en ratones haploinsuficientes para IGF-1R (L/n). El estudio se realizd
comparando la proliferacién en tumores con tiempos de desarrollo similares para ambos

grupos experimentales (4, 5 y 6 semanas). Como se observa en la figura 11, no se
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encontraron diferencias significativas en las tasas de proliferacion tumoral en los
tumores desarrollados en ratones L/L y L/n para ambos grupos (L/L vs L/n. p=NS, Test
Mann-Whitney) (fig 11 A).

Asimismo, se estudiaron mediante western blotting (WB) los niveles de la proteina
caspasa 3 activa (clivada) como marcador de apoptosis y tampoco se encontraron

diferencias entre los tumores desarrollados en ambos grupos experimentales (fig 11 B).
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Figura 11: Proliferacion y muerte celular. A) Tres horas antes del sacrificio, se inyecté una
solucion de BrdU por via intraperitoneal y posteriormente se disecaron los tumores para
la realizacion de estudios por IHQ. Se procesaron tumores de diferentes volumenes, en
cuyos cortes se contaron al menos 4000 células (ntcleos) por tumor. Los resultados se
expresan como proporcion de células (ntcleos) positivas sobre el total. Los resultados se
expresan como media + DS (L/L vs L/n. p= NS, Test Mann-Whitney). B) Se extrajeron las
proteinas de los tumores, se separaron por WB y se las reveld usando un anticuerpo que
reconoce la fraccion activa de la caspasa 3. Los resultados se expresan como proporcion
de caspasa 3 activa regularizadas por 8 actina (L/L vs L/n. p= NS, Test Mann-Whitney).

Las similares tasas de proliferacién y apoptosis para los tumores desarrollados en
ambos grupos experimentales reflejan lo registrado en el volumen tumoral (fig 10) y
estaria indicando que, una vez establecido el tumor, la proliferacion y muerte de las
células MPC in vivo es la misma a pesar del microambiente deficiente del circuito IGF-

1/IGF-1R.
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Por otro lado se evalud la densidad vascular de los tumores desarrollados en ratones
controles (L/L) y en ratones L/n mediante la técnica de inmunohistoquimica para el
factor de Von Willebrand, que pone de manifiesto a las células endoteliales (141). Para
esto se comparé el nimero de vasos de tumores con voliumenes similares de ambos
grupos experimentales. Se encontré que la vascularizacién de los tumores generados
en un microambiente deficiente de IGF-1 es similar a la observada para los tumores
desarrollados en condiciones control en cualquiera de los volimenes estudiados

(figura 12).

409

Vasos porcampo

Figura 12: Densidad vascular tumoral. La densidad vascular fue calculada como el
numero de células/vasos positivos para Factor VIII en tumores de similar volumen de los
dos grupos experimentales. Los resultados se expresan como el promedio de al menos 12
casos por grupo experimental con un promedio de 6 cortes por caso y se grafican como el
promedio + DS (L/L vs L/n. p= NS, Test Mann-Whitney).

Caracteristicas histolégicas

Los tumores desarrollados en ambos grupos experimentales presentaron
caracteristicas histolégicas similares, con una alta proporcion celular. Las células son
poliédricas con nucleos ovales eucrométicos con nucléolo visible y se organizan en
grupos separados por finos tabiques de tejido conectivo. La organizacion de las mismas

es compatible con la de los feocromocitomas. Esto se puede evidenciar en la figura 13,
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mediante las coloraciones de hematoxilina-eosina (paneles Ay F) y la tricrbmica de
Masson (paneles By G).

También se evalud la presencia del IGF-1R mediante la técnica de inmunohistoquimica
confirmando positividad tanto en los tumores desarrollados por los L/L como en los L/n
(paneles Cy H).

Por otro lado, como el modelo experimental de feocromocitoma utilizado se genera
mediante inyeccidn subcutanea, realizamos un estudio histolégico de la piel de los
ratones para intentar dilucidar si la deficiencia local del IGF-1R tiene efectos sobre su
organizacion. Como se observa en la figura 13, las coloraciones topograficas de
hematoxilina-eosina (paneles D y F) y tricromica de Masson (paneles | y J) no mostraron
diferencias evidentes en la organizacion de las células y el estroma tumoral entre ambos

grupos experimentales.

Figura 13: Caracteristicas histolégicas. Los tumores desarrollados en ratones L/L (A; B;
C) como L/n (F; G; H) mostraron caracteristicas histolégicas similares de acuerdo a la
coloracion de H-E (A; F), tricromica de Masson (B; G) Estudio por IHQ para detectar la
expresion del IGF-1R (C; H). El estudio histoldgico de las biopsias de piel de ratones L/L (D;
1) y ratones L/n (E; J) tampoco mostraron diferencias entre grupos. (Aumentos: 40x).
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Estudios in vitro

Con el fin de estudiar en mayor profundidad las interacciones de las células MPC

con las células de estroma tumoral, y pensando en que la dermis es el primer lugar de

contacto tras la inyeccién, se generaron cultivos primarios de fibroblastos de la dermis

de ratones controles (L/L) y de ratones haploinsuficientes para el IGF-1R (L/n). A partir

de estos cultivos se estudi6 el efecto tanto de los factores solubles secretados por los

fibroblastos, como el efecto de la interaccion con los componentes de la matriz

extracelular depositada por estas mismas células.

Para comenzar, confirmamos la reduccion de la expresién del IGF-1R en los

fibroblastos provenientes de ratones L/n comparados con fibroblastos de ratones

control. La confirmacion fue realizada tanto a nivel de ARNm, por PCR en tiempo real,

como a nivel proteico mediante la técnica de WB (fig 14).
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Figura 14: Disminucion de la expresion del IGF-1R en fibroblastos de ratones L/n. A) PCR
en tiempo real para IGF-1R en fibroblastos. Los valores de expresion fueron calculados
usando el método de AACt y se presentan como expresion relativa en comparacion a
condiciones control (fibroblastos L/L). Los resultados de expresan como promedio + DS
(L/L vs L/n,* p<0.05, test de Mann Whitney). B) Western blot representativo para IGF-1R
en extractos de proteinas de fibroblastos. Se utilizé 8 actina como control de carga.
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Efecto de los factores solubles secretados por los fibroblastos del estroma

Para llevar a cabo este estudio se generaron medios condicionados con ambos
tipos de fibroblastos (de ratones L/L y L/n) que se utilizaron para cultivar células MPC
por 7 dias. La proliferacién de las células tumorales fue determinada mediante su
conteo utilizando la coloracion de exclusion con azul tripan. Los datos obtenidos
muestran que las células MPC proliferan mas cuando crecen en medios condicionados
por fibroblastos provenientes de animales control (L/L) que cuando estan sometidas a
medios condicionados por fibroblastos haploinsuficientes para el IGF-1R (L/n). Como
se puede observar en la figura 15, la

diferencia entre las dos condiciones se torna significativa al dia 7 de cultivo.
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Figura 15: Efecto de medios condicionados por fibroblastos sobre la proliferacion de
células MPC. Luego de obtener medios condicionados por fibroblastos provenientes de
ratones control (L/L) y de ratones haploinsuficientes para el IGF-1R (L/n) durante 24 h, los
mismos se utilizaron para cultivar células MPC durante 1, 3, 5 y 7 dias. La proliferacion
celular resulté significativamente mayor en presencia de medio condicionado por
fibroblastos L/L. Los resultados se expresan como el promedio + DS (L/L vs L/n 20 + 1 vs
13 + 2x10% células, * p<0,05, d 7, Test de Mann Whitney).

Por otro lado, utilizando la tincién con naranja de acridina y bromuro de etidio se estudi

la apoptosis de las células MPC en contacto con los medios condicionados al dia 1y 5
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dias de cultivo, sin encontrar diferencias cuando las células eran cultivadas con medios

condicionados provenientes de ratones L/L o L/n (fig 16)
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Figura 16: Efecto de medios condicionados por fibroblastos sobre la apoptosis de células
MPC. Luego de obtener medios condicionados durante 24h por fibroblastos provenientes
de ratones control (L/L) y de ratones haploinsuficientes para el IGF-1R (L/n) los mismos se
utilizaron para cultivar células MPC durante A) 1 o B) 5 dias. La apoptosis fue evaluada
luego de la tincion con naranja de acridina. Los resultados se expresan como el promedio
+ DS (L/L vs L/n. p= NS, Test Mann-Whitney).

Mediante la técnica del gen candidato se estudiaron posibles factores solubles que
permitieran explicar la menor proliferacién de las células MPC cultivadas con medios
condicionados por fibroblastos de ratones L/n. Se sabe que los fibroblastos asociados
al cancer (FAC) secretan factores de crecimiento como el factor de crecimiento
transformante B (TGFB) e IGF-1 (147,148), importantes factores solubles que estimulan
tanto la proliferacion como la invasion de células tumorales (38,149). Se estudio si en
los fibroblastos de ratones L/n, dada la deficiencia del IGF-1R, la expresiéon de dichos
factores se encontraba modificada. No se encontraron diferencias en la expresion del
ARNm del TGFB cuando se compard entre fibroblastos de ambos grupos
experimentales (fig 17 A), mientras que la expresion del IGF-1 se encontrd reducida en

fibroblastos provenientes de ratones L/n (fig 17 B).
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Por otro lado, también se estudiaron las proteinas de unién a los IGFs (IGFBPs), que
no solo modulan las acciones de los IGFs, sino que también tienen efectos
independientes que pueden regular el crecimiento celular y la apoptosis (21).
Especificamente se estudio la IGFBP2 que se expresa de manera abundante en varios
tipos de cancer (150) y se encontr6 a reduccidn en su expresion proteica en fibroblastos

L/n en comparacién con fibroblastos L/L (fig 17 C).
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Figura 17: Expresion de factores solubles en fibroblastos. A, B) Estudio de la expresion
de ARNm de factor de crecimiento transformante 8 (TGFB) (A) y de IGF-1 (B) por PCR en
tiempo real. Los valores fueron calculados usando el método de AACt y se presentan como
expresion relativa en comparacion a condiciones control (fibroblastos L/L). Los resultados
de expresan como promedio * DS (L/L vs L/n,* p<0.05, test de Mann Whitney). C) Western
blot representativo para IGFBP2 en extractos de proteinas de fibroblastos. Se utilizo
Bactina como control de carga. Se muestra en unidades arbitrarias la diferencia en la
semicuantificacion de bandas (L/L vs L/n,* p<0.05, test de Mann Whitney).

Efecto de los componentes de matriz extracelular secretados por los fibroblastos del
estroma

Para estudiar los eventos tempranos en el sitio de inyeccion se buscoé recrear
las interacciones entre las células MPC y los componentes no solubles que constituyen
la mayor parte de la dermis y que son secretados por los fibroblastos. Para esto se

generaron matrices diferenciales a partir del cultivo de fibroblastos provenientes de
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animales controles (L/L) y animales con haploinsuficiencia del IGF-1R (L/n) y el
posterior irradiacién en microondas para que solo quedaran los componentes inertes
secretados por los fibroblastos (143).

En una primera instancia se comprob6 que el componente de matriz secretado por los
fibroblastos en cultivo permanecia intacto. Para esto se obtuvieron extractos proteicos
de los cultivos primarios antes y después de la irradiacion en microondas. Dichos
extractos se utilizaron para realizar la técnica de western blotting que fue revelada con
un anticuerpo especifico anti-colageno tipo 1, uno de los componentes mayoritarios
secretados por los fibroblastos. Los resultados revelaron bandas similares para las
proteinas secretadas por los fibroblastos provenientes de ratones L/L y L/n antes y
después de la irradiacion, indicando que las mismas no sufrieron cambios estructurales

significativos (fig 18).
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Figura 18: Proteinas de matriz depositadas por los fibroblastos en cultivo primario. Se
obtuvieron las proteinas secretadas por los fibroblastos provenientes de ratones L/L y L/n
antes y después de la irradiacion de los cultivos en microondas. Las mismas se corrieron
en un gel SDS-PAGE y se revelaron con un anticuerpo anti-coldgeno tipol. Se observaron
bandas de peso molecular similar antes y después de la irradiacion en ambos grupos
experimentales. AIM: antes de irradiacion en microondas, DIM: después de irradiacion en
microondas.
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Las matrices generadas fueron utilizadas para cultivar células MPC y se calcul6 la
proliferacion de las mismas a distintos tiempos de cultivo por medio de conteo con la
coloracién de exclusién con azul tripan.

Se observé que la proliferacion de las células MPC fue mayor cuando fueron cultivadas
sobre la matriz generada por fibroblastos control (L/L) que cuando se las cultivé en
matriz generada por fibroblastos provenientes de ratones L/n. La diferencia observada
se torna significativa al quinto dia de cultivo (fig 19 A). Esta diferencia en la proliferacion
celular fue corroborada mediante la técnica de incorporacion de BrdU in vitro. Como se
observa en la figura 19, existe una disminucion significativa en el porcentaje de células
MPC en fase S cuando las mismas fueron cultivadas sobre matrices generadas por

fibroblastos de ratones L/n en comparacion con la situacién control (fig 19 B).
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Figura 19: Efecto de factores que componen la matriz extracelular secretada por
fibroblastos sobre la proliferacion de células MPC. A) Luego del pasaje por microondas
de cultivos primarios de fibroblastos provenientes de ratones L/L y L/n se generaron
matrices diferenciales que se utilizaron para cultivar células MPC durante 1, 3,5y 7 dias.
La proliferacion celular resultd significativamente mayor cuando las células fueron
cultivadas sobre las matrices generadas por fibroblastos L/L. (L/L vs L/n 23 2 vs 17 +1x10*
células, * p<0,05, d 7, Test de Mann Whitney). B) Las células MPC se cultivaron sobre
matrices diferenciales por 5 dias y se realizo la incorporacion de BrdU. Se observo una
mayor proliferacion celular cuando las células fueron cultivadas sobre matrices
generadas por fibroblastos L/L. Los resultados se expresan como el promedio * DS. (L/L vs
L/n 38 +2 vs 28 2%, **p<0,005, d 7, Test de Mann Whitney).
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Utilizando las mismas condiciones de cultivo se estudio la apoptosis de las células MPC
mediante tincion con naranja de acridina y bromuro de etidio. Se detecté una mayor
proporcion de células apoptéticas cuando las mismas eran cultivadas sobre matrices

generadas por fibroblastos de ratones L/n tanto al dia 1 como al dia 5 de cultivo (fig 20).
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Figura 20: Efecto de las matrices diferenciales generadas por fibroblastos sobre la
apoptosis de células MPC. Luego de obtener las matrices diferenciales generadas por
fibroblastos provenientes de ratones control (L/L) y de ratones haploinsuficientes para el
IGF-1R (L/n) se utilizaron para cultivar células MPC durante A) 1 o B) 5 dias. La apoptosis
fue evaluada luego de la tincion con naranja de acridina. Los resultados se expresan como
el promedio + DS (L/L vs L/n, * p<0.05, test de Mann Whitney).

Para focalizar en la interaccion entre las células MPC y la matriz extracelular se realizd
un estudio de la expresion de varias proteinas de matriz secretadas por los fibroblastos.
Por un lado, se estudié el colageno de tipo I, elastina y fibronectina, por ser de las
proteinas de matriz mas representativas. Por otro lado, también se estudi6 la expresion
de periostina y tenascina cuyo aumento en respuesta a IGF-1 habia sido demostrado
en fibroblastos de diversas neoplasias. De los genes investigados, el inico para el que
se encontrd diferencia en la expresion de ARNm entre ambos grupos experimentales

fue la fibronectina, siendo menor en los fibroblastos L/n en comparacion con los
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fibroblastos control (fig 21 E). Esta disminucién fue verificada a nivel de proteina

mediante western blotting (fig 21 F).
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Figura 21: Expresion de factores de matriz (no solubles) en fibroblastos. A, E) Estudio de
la expresion de ARNm de coldgeno (A), elastina (B), tenascina (C), periostina (D) y
fibronectina (E) por PCR en tiempo real. Los valores fueron calculados usando el método
de AACt y se presentan como expresion relativa en comparacion a condiciones control
(fibroblastos L/L). Los resultados de expresan como promedio * DS. (L/L vs
L/n, ***p<0.001, test de Mann Whitney). F) Western blot representativo para fibronectina
en extractos de proteinas de fibroblastos. Se utilizé Bactina como control de carga. Se
muestra en unidades arbitrarias la diferencia en la semicuantificacion de bandas (L/L vs
L/n,* p<0.05, test de Mann Whitney).
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Expresion de integrinas en las células tumorales

Las integrinas son moléculas heterodiméricas que se ubican en la membrana de
las células, con un dominio extracelular y otro intracelular que permiten la adhesion,
migracion y proliferacion celular al reconocer motivos especificos de unién en la matriz
extracelular (151). Estan compuestas por una subunidad a y una 8 que determinan la
especificidad por el sustrato al que se pueden unir. Debido a los cambios en
composicion de matriz secretada por fibroblastos provenientes de animales L/n, se
estudio la expresion de tres subunidades particulares aV, 1y B3 - que funcionan como
receptoras para fibronectina, tenascina y periostina- en las células MPC.

Por PCR en tiempo real se encontraron expresion de ARNm de las tres subunidades
en las células MPC en cultivo. Asimismo, luego de un dia de cultivo se detecté un
aumento en la expresion las subunidades aV, B1y B3 en las células sembradas sobre
matrices diferenciales generadas por fibroblastos L/L en comparacién con las mismas
células cultivadas en una superficie sin matriz. Este incremento no fue observado
cuando las MPC se cultivaron sobre matrices de fibroblastos L/n (fig 22 A, By C). Estas
diferencias en la expresién permanecen luego de 5 dias de cultivo para las subunidades

aVyB1(fig22D, EyF).
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Figura 22: Expresion de integrinas en células MPC. Estudio de la expresion de las
subunidades de integrina aV, 81 y 63 por PCR en tiempo real. Las células MPC fueron
cultivadas sobre placas sin matriz (barras grises), matrices L/L (barras negras) o matrices
L/n (barras blancas) por 1 (A-C) o 5 dias (D-F). Los valores fueron calculados usando el
método de AACt y se presentan como expresion relativa en comparacion a condiciones
control (células cultivas sin matriz- barras grises). Los resultados de expresan como
promedio + DS (L/L vs L/n,***p<0.001, ,**p<0.005, *p<0.05 ANOVA, post test de Tukey).
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Los resultados de este trabajo muestran que in vivo, la haploinsuficiencia del IGF-1R
en las células del microambiente tumoral disminuye la incidencia y prolonga el periodo
de latencia del feocromocitoma murino mientras que no afecta vascularizacion,
proliferacion ni crecimiento del tumor.

Si bien un 10% de los ratones L/n no desarrollaron tumor, una vez que lo hacen la
progresion del volumen tumoral es similar a la observada para los tumores
desarrollados en ratones control. Esto sugeriria que una vez que las células logran
anclarse a la matriz extracelular, la deficiencia local del IGF-1 no seria un impedimento
para su crecimiento.

La tasa de proliferacion de las MPC, expresada como el porcentaje de células en fase
S, resulta similar entre los grupos al igual que ocurre con la apoptosis en los tumores.
Estas evidencias respaldan la falta de diferencia en el volumen tumoral entre ambos
grupos que fue observada en el estudio. Cuando estos tumores se desarrollan en un
modelo de deficiencia sistémica de IGF-1 (ratones LID), se observa un aumento en la
apoptosis intratumoral que no llega a ser inhibido por los altos niveles de hormona de
crecimiento (GH) o de insulina asociados a la reduccién del IGF-1 circulante (107).
Nuestros resultados demuestran que ni la proliferacion ni la apoptosis de las células
MPC se ve afectada por la reduccion de la actividad del circuito IGF-1/IGF-1R en las
células del microambiente tumoral.

En concordancia con lo antes mencionado, el andlisis histolégico de los tumores
desarrollados en los ratones L/L y L/n no mostré diferencias significativas sugiriendo
gue el reclutamiento de las células estromales como los fibroblastos no se ve afectado
por la haploinsuficiencia del IGF-1R.

Se sabe que tanto en las células tumorales como en las del estroma el IGF-1 estimula
la expresion del ARNm del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) (79,80).

Por otro lado, también ha sido descripto que ratones con delecion del gen del IGF-1R
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en células endoteliales (ratones VENIFARKO) muestran una disminucién en la
neovascularizacion de la retina en condiciones de hipoxia (91). En el modelo utilizado
en este estudio se hipotetizé que las células endoteliales podrian experimentar una
menor migracion debido a la haploinsuficiencia del IGF-1R, lo que generaria una
disminucion en la vascularizacion tumoral. Asimismo, una reduccion de la sefializacion
del IGF-1 en los fibroblastos podria causar una menor produccién de VEGF
contribuyendo también a una menor angiogénesis(80).

En contraposicion a lo esperado, no se encontraron diferencias en la vascularizacion
de los tumores desarrollados en un microambiente deficiente de IGF-1R (ratones L/n).
Esto podria deberse a que la deficiencia del IGF-1R en las células endoteliales es
parcial y no total, lo cual estaria generando un fenotipo atenuado. Ademas, si bien las
células del estroma serian parcialmente deficientes en IGF-1R, las células tumorales
no lo son, por lo cual podrian compensar la disminucién de factores angiogénicos —
como el VEGF- y no se afectaria al reclutamiento de células endoteliales.

Por otro lado, si bien se ha demostrado el rol central del IGF-1R en la respuesta
angiogénica a la hipoxia en ratones VENIFARKO, estos ratones no muestran desarrollo
de vasculatura anormal o inmadura en condiciones normales de oxigeno (91). Este
hecho pone en evidencia la importancia de otros factores en el proceso angiogénico,
con lo cual, en nuestro modelo tampoco podemos descartar un posible rol para los
mismos.

Los resultados obtenidos in vivo sugieren un rol para el circuito IGF-1/IGF-1R local en
los eventos tempranos de anclaje de las células en el punto de inyeccion permitiendo
el posterior desarrollo del feocromocitoma experimental. Hipotetizamos que cuando las
células tienen su primer contacto con un microambiente deficiente de IGF-1R (ratones
L/n) encuentran mayor dificultad para sobrevivir que la que encuentran en un

microambiente con niveles normales del receptor (ratones L/L). Esta dificultad se ve

76



Discusioén, capitulo 1

reflejada en la menor incidencia y el mayor tiempo de latencia observado para los
tumores desarrollados en los ratones L/n.

Estudios previos han demostrado que la piel de ratones con delecion total del gen del
IGF-1R es muy delgada, con un reducido numero de células en la epidermis y una baja
tasa de division celular. Ademas, la falta de expresion del IGF-1R perturba la formacion
y organizacion de cultivos de piel tridimensionales dando lugar a estructuras
desorganizadas (152). En el modelo utilizado en el presente estudio, la deficiencia
parcial del IGF-1R no parece interferir en las caracteristicas histolégicas de la dermis.
Esto descarta la existencia de diferencias groseras en la constitucion de la piel que
pudieran afectar el anclaje y sobrevida de las células tumorales modificando la
incidencia del feocromocitoma experimental. Teniendo esto en cuenta, el trabajo se
enfoco en el estudio de los fibroblastos de ratones L/L y L/n, considerandolos las células
mas representativas de la dermis, lugar donde las células inyectadas tiene su primer
contacto.

Los resultados in vitro revelan que los fibroblastos provenientes de la piel de los ratones
secretan factores solubles que influencian el crecimiento de las células MPC, y que esta
secrecion se ve afectada por la haploinsuficiencia del IGF-1R. Se sabe que los
fibroblastos asociados a cancer (FAC) proveen sefiales potencialmente oncogénicas a
las células que los rodean. Uno de los factores mas representativos que media estas
acciones es el factor de crecimiento transformante 3 (TGFB) que estimula directamente
la proliferacién e invasion de las células tumorales (38). Estudios de microarreglos en
la linea celular de fibroblastos CCL-171 han demostrado la sobreexpresion de genes
de la familia de Wnt y de TGFf luego del estimulo con IGF-1(153). En el presente
trabajo se estudié por PCR en tiempo real la expresion del TGF en fibroblastos L/L y
L/n sin encontrar diferencias entre los mismos. De todas formas, ante la imposibilidad

de medir la actividad del factor en los medios condicionados no se puede descartar una
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posible regulacién diferencial del TGFB a nivel proteico o de actividad en nuestro
sistema de estudio.

Recientemente el grupo de Tommelein y colaboradores ha demostrado que el IGF-1 es
secretado por fibroblastos irradiados y se lo ha asociado a la resistencia quimica y
sobrevida de las células tumorales en céancer de colon (149). En el modelo de
haploinsuficiencia del IGF-1R se encontrdé una reduccion en la sintesis de IGF-1 por
parte de los fibroblastos. Trabajos previos de nuestro grupo han demostrado que el IGF-
1 regula el desarrollo del feocromocitoma al inhibir la apoptosis y estimular la
proliferacion, invasion y crecimiento independiente del anclaje de las células tumorales
(107). Estos antecedentes permiten proponer que el IGF-1 derivado de los fibroblastos
podria contribuir a la sobrevida de las células MPC y al establecimiento del
feocromocitoma murino en los ratones L/L, mientras que la reduccién de su secrecion
en los ratones L/n desfavoreceria dichos eventos.

Las matrices generadas por los fibroblastos en el contexto de deficiencia del IGF-1R
también tienen efectos sobre la proliferacion y sobrevida de las células tumorales. El
colageno de tipo |, la elastina y la fibronectina son las proteinas mas representativas de
la matriz extracelular en la piel. Mas aln, se sabe que la sintesis y secrecion de
colageno de tipo | estan estimuladas por IGF-1 (154). Estudios realizados en
fibroblastos de cancer de mama han detectado cambios en la expresion de algunos
genes en respuesta al IGF-1. Dentro de estos se destacan factores como la periostina,
involucrada en la metastasis en hueso y en el proceso de angiogénesis (155) vy la
tenascina, que estimula la proliferacion de las células tumorales (156). Entre todas las
proteinas de matriz mencionadas solo se encontraron diferencias de expresion para la
fibronectina, que resultd6 menor en los fibroblastos L/n comparada con la de los
fibroblastos L/L. La estimulacion en la expresion de fibronectina en respuesta a IGF-1

ya habia sido comunicada previamente (157).
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Asimismo, Pais y colaboradores han descripto que ratones con delecién del gen de IGF-
1 sufren hipoplasia pulmonar debida a la disminucién en la expresion de fibronectina.
En estos ratones también se encontrd disminuida la expresion de IGFBP2 (148). En el
modelo experimental de fibroblastos L/n se describe la disminucién en la expresion a
nivel proteico de IGFBP2 en comparacion con los fibroblastos control. Se propone
entonces que la menor sefalizacién del IGF-1 en los fibroblastos L/n debida a la
haploinsuficiencia del IGF-1R podria ser responsable, al menos en parte, de la
reduccién en la expresion de la fibronectina y la IGFBP2.

La interaccion de las células con la matriz extracelular es mediada por integrinas, que
actian no solo como moléculas de adhesion, sino también como transductores de
sefales intracelulares que regulan ciertas funciones especificas (158,159). Las células
ancladas a sustrato mantienen su crecimiento y viabilidad mediante la activacion de
cascadas de sefales de sobrevida como las de las MAP quinasas y la protein-quinasa
B (PKB/AKT) (160). Cuando las células no pueden anclarse a la MEC las sefiales de
sobrevida no se activan y se desencadenan vias apoptéticas que llevan al fendbmeno
conocido como anoikis, 0 muerte por falta de adhesién (161).

En el presente trabajo se analiz6 la expresion de las subunidades de integrinas aV, 31
y B3 que estan involucradas en la interaccion de las células con diversos componentes
de la MEC, especificamente el dimero aVB1l que es uno de los receptores de
fibronectina mas importantes (162). Se encontré que cuando las células MPC crecen
sobre matrices generadas por fibroblastos L/n (que poseen una menor cantidad de
fibronectina) la expresion de las tres subunidades de integrinas se ve reducida. Con
anterioridad ha sido publicado que la expresion de las integrinas puede ser regulada
por sus ligandos (163). Por lo tanto, la reduccién en la sintesis de fibronectina por los
fibroblastos L/n podria contribuir a la disminucién en la expresion de las integrinas aV,

B1y B3 en las células MPC cuando estas crecen en contacto con dichas matrices. La
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menor expresion de las integrinas en las células tumorales podria generar una menor
adhesion celular, la disminucion en las sefiales de sobrevida y consecuentemente la
muerte por anoikis.

Por otro lado, se ha descripto que la IGFBP2 secretada por los FACs es capaz de
reducir la anoikis de células cancerigenas mediante la estabilizacién de la proteina
antiapoptética MCL-1 (164). Por lo tanto, la reduccién en la sintesis de IGFBP2 como
se observa en los fibroblastos L/n podria ser un mecanismo adicional por el cual las

células MPC sufren un mayor porcentaje de apoptosis por falta de anclaje.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

En resumen, la disminucion en la produccion de fibronectina, IGF-1 e IGFBP2
generadas por la haploinsuficiencia en los fibroblastos L/n, en conjunto con la
disminucion en la expresion de las integrinas en las células MPC estria disminuyendo
la sobrevida de dichas células en el punto de inyeccion. Lo que observamos in vitro
como la disminucién en la tasa de proliferacién de las MPC podria ser pensado como
la mayor dificultad para sobrevivir y proliferar luego del primer contacto con un

microambiente deficiente en IGF-1R como vemos in vivo.

Trabajos previos de nuestro grupo han demostrado una asociacién entre la expresion
del IGF-1R y la malignidad en feocromocitomas y paragangliomas humanos, mostrando
evidencia del impacto del IGF-1 circulante en el desarrollo del feocromocitoma
experimental in vivo e in vitro. Con este trabajo demostramos que la haploinsufciencia
del IGF-1R en los fibroblastos tiene efectos sobre la sobrevida de las células de
feocromocitoma antes del establecimiento tumoral. Considerando la relevancia de las
interacciones entre las células tumorales y su microambiente, los resultados del
presente trabajo aportan y fortalecen el conocimiento del rol del circuito local IGF-1/IGF-
1R presente en las células no tumorales lo que podria ser de interés para el desarrollo

de nuevas y mas especificas estrategias terapéuticas
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Figura 23: La haploinsuficiencia del IGF-1R en los fibroblastos afecta la sobrevida de las
células MPC. Los factores solubles y de matriz producidos por los fibroblastos contribuyen
al desarrollo del feocromocitoma murino. La disminucion en la produccion de IGF-1,
IGFBP2 y fibronectina en los fibroblastos haploinsuficientes, en conjunto con la menor
expresion de integrinas en las células MPC tendria implicancias en la sobrevida de las
mismas en el punto de inyeccion. Las lineas punteadas representan mecanismos
desconocidos.
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OBJETIVO ESPECIFICO 2

Caracterizar la expresion y el impacto de componentes del sistema de los IGFs
en tumores de sistema nervioso central de pacientes pediatricos y su vinculacién con

los diferentes grados de malignidad.

Nos proponemos:

2 a.- determinar los niveles de expresion de IGF-1, IGF-2, IGF-1R e IR en muestras de
tumores del SNC de poblacién pediatrica.

Para ello, se realiz6 un estudio prospectivo en pacientes pediatricos con tumores del
sistema nervioso central sin tratamiento previo que fueron sometidos a cirugia en
nuestro hospital. Al momento de la cirugia se colectaron las muestras, se extrajo el ARN
y se estudio la expresion de los ligandos (IGF-1, IGF-2) y receptores (IGF-1R, IR) del
sistema de los IGFs. El andlisis se realiz6 para los tumores de estirpe glial, grupo de
tumores de SNC mas frecuentes en la poblacién pediatrica. Se evalué la expresion de
los genes estudiados comparando los tumores segun la clasificacion de la Organizacion

Mundial de la Salud de 2016 (111) como se expone a continuacion:

Gliomas

A& Ta
Bajo Grado Alto Grado

Grados Grados
Lyl My v

2 b.- evaluar el impacto de la sobreexpresion y/o localizacién subcelular del IGF-1R en
el fenotipo in vitro e in vivo en una linea celular de glioblastoma humano.

Para ello utilizamos una linea de glioblastoma humano (U-87 MG) y generamos lineas
con expresion elevada y estable del IGF-1R y caracterizamos el fenotipo celular en

cultivo y su fenotipo in vivo mediante xenotransplantes en ratones inmunodeficientes.
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Pacientes:

Esta investigacion se realiz6 de acuerdo con los principios de respeto de la
autonomia de las personas, beneficencia y justicia, ademas de cubrir la expectativa de
descubrir nuevas formas de beneficiar la salud de las personas. Todos los
procedimientos del estudio clinico se llevaron a cabo bajo el compromiso de los
investigadores de cumplir estrictamente las normas éticas que rigen las investigaciones
en humanos, enumeradas en la declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica
Mundial (Principios éticos para las investigaciones médicas en seres humanos,
adoptada por la 18* Asamblea Médica Mundial Helsinki, Finlandia, junio 1964, y
enmendada por la 292 Asamblea Médica Mundial Tokio, Japén, octubre 1975, 352
Asamblea Médica Mundial Venecia, Italia, octubre 1983, 412 Asamblea Médica Mundial
Hong Kong, septiembre 1989, 482 Asamblea General Somerset West, Sudafrica,
Octubre 1996, 522 Asamblea General Edimburgo, Escocia, octubre 2000, ademas de la
Nota de Clarificacion del Parrafo 29, agregada por la Asamblea General de la AMM,
Washington 2002 y la Nota de Clarificacion del Parrafo 30, agregada por la Asamblea
General de la AMM, Tokio 2004, y la 592 Asamblea Médica Mundial Seul, Corea,
octubre 2008).

Teniendo en cuenta que se trata de investigacion que involucra a menores, solo se
incluyeron aquellos casos en que los pacientes y sus padres y/o tutores legales
hubieran dado su consentimiento o asentimiento (segun correspondiere) luego de haber
sido debidamente informados sobre los detalles del estudio. Se aseguré la
confidencialidad del uso de la informacién con resguardo de su privacidad, segun la ley
25.326 de Proteccion de los datos personales de Octubre del Afio 2000.

Este proyecto cuenta con la aprobacion del Comité de Docencia e Investigacion, asi
como del Comité de Etica del Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez de Buenos Aires y
ha sido aprobado por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de

Laboratorio (CICUAL) del Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez.
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Obtecion y procesamiento de tejidos humanos

Las muestras analizadas provienen de cirugias de pacientes con tumores de
sistema nervioso central que fueron operados en el Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez,
gue no hubieran recibido tratamiento de radioterapia previo a la cirugia y hubieran
firmado el consentimiento/asentimiento correspondiente (se adjuntan modelos en
seccion anexos).

Las mismas fueron almacendas a -70 °C en RNAlater para favorecer la conservacion

del ARN, utilizado para los estudios moleculares descriptos a continuacion.

Linea celular de glioblastoma

Para el modelado de este tipo tumoral se utilizé la linea celular de glioblastoma
humana U-87 MG (U87) adquirida comercialmente, cultivada en medio MEM
suplementado con 10 % suero fetal bovino. Las células fueron mantenidas en estufa

gaseada con 5 % CO, a 37 °C.

Establecimiento de lineas celulares con sobreexpresion del IGF-1R

Las células U87 fueron transfectadas utilizando liposomas (Lipofectamine 3000,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) con el vector pEGFP conteniendo el cDNA del IGF-1R
como proteina de fusién con la proteina fluorescente verde en su extremo carboxilo
teminal (IGF-1R-GFP, células con sobreexpresién del IGF-1R) o simplemente la
proteina fluorescente verde (GFP) (células sin sobreexpresion) gentilmente cedidos por
la Dra Rosemary O’Connor (University College, Cork, Irlanda). Una vez transfectadas,
se seleccionaron clones utilizando el antibiotico G418 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO.
USA) y se verificO la sobreexpresion del IGF-1R tanto a nivel de proteina (Western blot)
como a nivel de ARNm (PCR cuantitativa en tiempo real) como se describe a

continuacion.
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Establecimiento de lineas celulares con IGF-1R no nuclear

Partiendo del vector pEGFP conteniendo el cDNA para la proteina de fusion
IGF-1R-GFP, se generaron variantes del mismo mediante la técnica de mutagénesis
dirigida al mutar las lisinas por argininas en las posiciones 1025, 1100 y 1120
impidiendo la SUMOQilacién de dichos residuos y posterior translocacion del IGF-1R al
nacleo (vector GFP-IGF-1R025%1100x1120x) - Breyemente, se disefiaron cebadores
especificos para mutar cada uno de los 3 residuos (ver secuencias en la tabla 3) y se
utilizé la ADN-polimerasa de alta fidelidad Q5 (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA)
para mutarlos de manera secuencial. Las condiciones de ciclado fueron las siguientes:
1 ciclo de 1 minuto a 95 °C, seguido por 20 ciclos de 1 minuto a 95 °C, 1 minuto a 60
°C y 5 minutos a 68 °C y un ciclo final de 5 minutos a 68 °C. El producto de PCR fue
tratado con 1 pl de Dpn | (10 U/ ul) por una hora a 37 °C de modo de digerir las hebras
parentales no mutadas del plasmido.

Cebadores utilizados para mutagénesis:

Aminoacido a mutar Secuencia de los cebadores 5'-3'

Fw: CGAAGCTTCTGTGATGAGGGAGTTCAATTGTCACCATG
Lys 1025 Arg

Rv: CATGGTGACAATTGAACTCCCTCATCACAGAAGCTTCG

Fw: CCTCAACGCCAATAGGTTCGTCCACAGAGACC

Lys 1100 Arg
Rv: GGTCTCTGTGGACGAACCTATTGGCGTTGAGG

Fw: GGTAGCCGAAGATTTCACAGTCAGAATCGGAGATTTTGG
Lys 1130 Arg

Rv: CCAAAATCTCCGATTCTGACTGTGAAATCTTCGGCTACC

Tabla 3: secuencias de los cebadores utilizados para mutar de manera especifica las lisinas 1025, 1100 y
1120 por argininas

Una vez obtenido el vector mutado, el mismo fue amplificado mediante replicaciéon en

bacterias. Con 2 ul del producto de PCR digerido se transformaron 200 pl de
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bacterias competentes mediante choque térmico: se incubaron durante 30 minutos
en hielo, luego 1 minuto y 30 segundos a 42 °C, seguidos de 3 minutos en hielo. Se
resuspendieron en 200 pl de medio SOC e incubaron una hora a 37 °C con agitacion
(300 rpm) y luego se sembraron en placas de LB-Agar con 50 ug/ml de kanamicina.
Para finalizar, las placas se incubaron 16 hs en estufa a 37 °C.

Parte de las colonias obtenidas fueron amplificadas en cultivos liquidos de 5 ml de
medio LB-kanamicina con agitacion durante 16 h a 37 °C, y luego se extrajo el ADN
plasmidico utilizando el kit de miniprep comercial Econospin (Epoch Life Science,
Missouri, TX, USA). La correcta mutacion de las lisinas fue verificada mediante
secuenciacién utilizando el equipo ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA).

Posteriormente a la confirmacién de las mutaciones se amplific6 una cantidad
mayor de bacterias de modo de obtener una mayor cantidad de ADN plasmidico que
fue purificado utilizando el kit comercial Plasmid Maxi KIT (QIAGEN, Hilden, Germany).
Para finalizar, las células U87 fueron transfectadas con el vector GFP-IGF-1R!02%1100x
1120x ytilizando liposomas (Lipofectamine 3000, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Se
seleccionaron clones utilizando el antibiético G418 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO. USA)
y se verificé la sobreexpresion del IGF-1R tanto a nivel de proteina (Western blot) como

a nivel de ARNm (PCR cuantitativa en tiempo real) como se describe a continuacion.

Estimulo con IGF-1 recombinante humano (rhiIGF-1)

Pare evaluar diversos efectos en respuesta a IGF-1 los cultivos celulares fueron
incubados con rhiIGF-1(Genentech Inc, CA, USA) como ha sido descripto previamente
(107). La concentracion utilizada en todos los experimentos fue de 50 nM, que recrea

concentraciones fisiolégicas de dicho factor.
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Inhibicién del IGF-1R

Para evaluar los efectos de la inhibicion de la actividad de IGF-1R y corroborar
gue los efectos observados en respuesta a rhiIGF-1 fueran especificos, los cultivos
celulares fueron incubados con el inhibidor dual OSI 906 (Selleckchem, Huston, TX,
USA), compuesto que inhibe la autofosforilacién tanto del IGF-1R como del receptor de
insulina. En todos los casos se realizé una preincubaciéon de una hora de los cultivos
celulares antes del estimulo con rhIGF-1. Las concentraciones utilizadas estuvieron en

el rango de 0,25 a 1 pM, como ha sido descripto previamente (165).

Muerte celular

Las células fueron incubadas con medios de cultivo sin SFB, en presencia o
ausencia del estimulo de rhIGF-1, y se evalué la apoptosis de las mismas utilizando los
métodos descriptos en el capitulo 1 o mediante la técnica de western blotting revelando

las proteinas con un anticuerpo que reconoce la caspasa 3 total.

Translocacion del IGF-1R al nucleo

Se estudié la localizacion subcelular del IGF-1R luego de un estimulo con rhIGF-
1 50 nM por 8 h, condiciones que han sido descriptas previamente (71). Brevemente,
las células en cultivo fueron deprivadas de SFB durante 24 h. A continuacion, se realiz6
la estimulacion de las mismas con rhiIGF-1 50 nM por 8 h en medio de cultivo sin
agregados. Finalizado este periodo, las células fueron lavadas con PBS y procesadas
para su estudio por inmunofluorescencia y fraccionamiento subcelular segun
corresponda. Para verificar la especificidad del estimulo con IGF-1 para la translocacion
del IGF-1R al nucleo, las células fueron preincubadas durante una hora con el inhibidor

OSI1906 0,5 pM.
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Inmunofluorescencia

Se realiz6 la técnica de inmunofluorescencia para detectar la localizacién
intracelular del IGF-1R enddgeno de las células U87 luego del estimulo con rhiGF-1.
Brevemente, las células fueron sembradas sobre cubreobjetos de 12 mm de diametro.
Luego de 8 h de estimulo con rhiIGF-1 50 nM se lavaron con PBS y fueron fijadas por
30 minutos con metanol: acido acético (3:1). El ADN se desnaturaliz6é con una solucién
de 70 % etanol/0,2 M NaOH por 3 minutos y se fijaron finalmente con etanol 70 %y 100
% por un minuto. El bloqueo de los sitios inespecificos se realiz6 durante 40 minutos a
temperatura ambiente con 1 % suero de caballo en PBS. La incubacion con el
anticuerpo primario que reconoce la subunidad 8 del IGF-1R (dil 1/750 en solucién de
bloqueo) se realiz6 durante 16 horas a 4 °C en cdmara humeda, seguida por tres
lavados de 5 minutos con PBS y la incubacion con el anticuerpo secundario anti-conejo
(dil 1/500) durante 1 hora a temperatura ambiente en camara fria. Para finalizar, los
cubreobijetos fueron incubados con Hoechst (5 pg/ml) por 30 minutos y montados sobre
portaobjetos utilizando el medio de montaje Vectashield (Vector Lab, CA, USA).

Los preparados fueron analizados en el microscopio confocal Olympus FV1000 y las
imagenes obtenidas fueron procesadas utilizando el programa Fluoview FV1000.

En el caso de los clones con sobreexpresion del IGF-1R, la localizacion intracelular de
las proteinas de fusién IGF-1R-GFP y GFP-IGF-1R0%x1100«1120x ;6 mgonitoreada
mediante el estudio de la fluorescencia de la proteina fluorescente verde. En estos
casos, luego del estimulo por 8 h con rhiIGF-1 (y la preincubaciéon con el inhibidor
OSI906 en los casos en que corresponde) las células fueron lavadas con PBS e
incubadas con una solucion de Hoechst (5 pug/ml) por 15 minutos, para luego ser
montadas como fue descripto anteriormente. Para este andlisis se utilizé el microscopio
Carl-Zeiss AxioScope Al, que posee filtros para DAPI (azul) y FITC (verde). Las

imagenes fueron obtenidas con la camara Axiocam ERc 5s y el software AxioVision LE.
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Ensayos de migracion

Para evaluar el potencial migratorio de las células se realizaron ensayos de
cicatrizacion de heridas. Para los mismos, las células fueron sembradas para obtener
una monocapa subconfluente luego de 48 h se realizé una herida y se lavo para evitar
gue las células desprendidas vuelvan a adherirse. Se monitore6 fotograficamente a las
18, 24 y 36 h siguientes para registrar el proceso de migracion celular hacia la superficie
descubierta en presencia o ausencia de estimulo con rhIGF-1 y con el inhibidor dual

0OSI1906.

Medicién de la produccion de lactato en cultivos celulares

Para evaluar la produccion de lactato las células fueron incubadas en placas de
24 pocillos con o sin estimulo de rhiGF-1, preincubadas con OSI906 en el caso que
correspondiera. Luego de 24 h de cultivo, se colectaron los medios condicionados y se
los reservé para medir lactato. Las células fueron lisadas con 500 pl de EDTA 2 mM,
sonicadas y su contenido de ADN medido por fluorometria utilizando bisBenzimida
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO. USA).
Para la medicién de lactato, a 200 ul de medio condicionado se agregaron 400 ul de
acido percldrico 8 %, se incubd 5 minutos en hielo y centrifugé 10 minutos a 2800 rpm
para precipitar posibles restos celulares. A 50 ul de sobrenadante se le agregaron 6
partes de una solucién conteniendo NAD, LDH y buffer glicina 0,6 M (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO. USA). Se incubé por 15 minutos a temperatura ambiente y se ley6 la
absorbancia de la muestra a 340 nm, utilizando un estandar de lactato 0,4 pg/ul y acido
perclérico como blanco.
Los valores de lactato obtenidos fueron regularizados a la cantidad de ADN por pocillo

y se expresan como g lactato/pig ADN.

92



Materiales y métodos, capitulo 2

Medicion de la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH)

Para el estudio de actividad de LDH las células fueron incubadas de manera
similar a la descripta para medicién de la produccién de lactato. Luego de 24 h las
células fueron lavadas y sonicadas en 300 pl de solucion fisiologica. Se tomaron 30 pl
de la suspension para medir contenido de ADN (en dilucién 1/10 con EDTA 2 mM) como
fue descripto previamente.

El resto de la suspension fue centrifugada por 10 minutos a 13000 rpm para obtener un
sobrenadante limpio que fue medido en el autoanalizador COBAS C311 (Roche
Diagnostics, IN. USA),en el laboratorio central de andlisis del Hospital de Nifios Ricardo
Gutiérrez. Los valores de LDH obtenidos fueron regularizados a la cantidad de ADN por

pocillo y se expresaron como mU LDH/ug ADN.

Estudio de la formacién de gotas de lipidos

Para el estudio del contenido de lipidos acumulados en el cultivo celular se
realizé la tincion con el colorante Oil Red Ol (Sigma Aldrich, St. Louis, MO. USA).
Brevemente, las células fueron sembradas en camaras de cultivo LabTek (CellPoint,
MD. USA), e incubadas o no durante 24 h con rhIGF-1 50 nM. Luego de este periodo
fueron lavadas con PBS y fijadas con formol 10 % en PBS durante 1h. A continuacion,
las células se colorearon con una solucién de rojo oleoso (Oil Redl, 0,2 %) durante 30
minutos, se las lavé con agua y contracolored con hematoxilina. Por Ultimo, se las mont6
con glicerol 60 % y se procedio a su evaluacion utilizando el microscopio Nikon Eclipse

50i con aumento 100x para su andlisis.

Evaluacion de la expresidon génica

Para la evaluacion de la expresion génica utilizando muestras de pacientes o
muestras obtenidas de procedimientos experimentales (in vitro o in vivo), se procedio

como ha sido descripto en el capitulo 1.
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Los genes evaluados en este capitulo fueron IGF-1R, IGF-1, IGF-2, receptor de insulina
(IR) y el transportador de glucosa GLUT 1, utilizando la expresion de TBP como gen de
referencia. Las secuencias de los cebadores y sus concentraciones usadas se

muestran en la tabla suplementaria 2.

Evaluacion de la expresion de las isoformas del receptor de insulina (IR)

Las dos isoformas del receptor de insulina, que solo difieren en 33 pares de
bases (exclusion o no del exdn 12 del gen) fueron diferenciadas utilizando la técnica de
PCR en tiempo final. Para esto se utilizaron 2 cebadores que hibridan con el gen del IR

en el exdn 11y 13, cuyas secuencias habian sido descriptas previamente (166).

Forward: 5'CTGGGAGAGGCAGGCATATGACAGTGAGCTGTTCG3'

Reverse: 5CCTGGTTGCAAGCCTGCAGATCGATGCGATAGCCC3’

Mediante retrotranscripcion se obtuvieron los ADN copia de los tumores humanos o
lineas celulares como se describe en el capitulo 1. A partir de estos se realizo la
amplificacién de las isoformas del IR mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) utilizando la enzima GoTaqg (Promega, Madison, WI, USA) y los cebadores
previamente descriptos. Las condiciones del ciclado fueron las siguientes: 1 ciclo de 5
minutos a 92 °C, seguido por 40 ciclos de 92 °C 30 segundos, 60 °C 30 segundos 'y 72
°C 30 segundos. Finalmente, un ciclo de 10 minutos a 72 °C.

Una vez obtenidos los productos de PCR fueron separados en geles de agarosa 1,5 %
y tefiidos con bromuro de etidio para verificar la presencia de los fragamentos de
interés. La presencia de una banda de 473 pb se tomé como indicadora de la isoforma

A del IR, mientras que bandas de 509 pb fueron indicadoras de la isoforma B.

94



Materiales y métodos, capitulo 2

Evaluacion de la expresidn proteica

1) Proteinas totales: El contenido celular total fue lisado como ha sido descripto en el

capitulo 1.

2) Fraccionamiento subcelular: para estudiar la composicion proteica de la fraccion

nuclear y no nuclear de las células se procedié como ha sido descripto previamente
(24). De manera breve, las células fueron incubadas en buffer de lisis (5 mM EDTA, 1
% IGEPAL, 1 mM DTT e inhibidores de proteasas) en hielo durante 10 minutos, luego
fueron centrifugadas por 10 minutos a 12000 xg y se conservé el sobrenadante como
fraccion “no nuclear”. El resto fue lavado y centrifugado nuevamente. Se descarto el
sobrenadante y el pellet fue resuspendido en buffer nuclear (20 mM Tris, 1 %SDS, 5
mM EGTA, 0,5 % triton, 150 mM NaCl e inhibidores de proteasas) y sonicado. Se
procedié con una ultima centrifugacién de la cual se separd el sobrenadante que
representa la fraccion “nuclear” de las células.

Una vez obtenidas las proteinas totales o las fracciones “nuclear” y “no nuclear”
mediante las técnicas descriptas anteriormente, se procedié con la medicion vy

evaluacion de la expresion proteica como ha sido descripto en el capitulo 1.

Los anticuerpos utilizados en este capitulo fueron los siguientes: anti-IGF-1R 3 (#3027),
anti-pIGF-1R B (#3918), anti-AKT (#9272), anti-pAKT (#9271), anti-MAPK 42-44
(#9102), anti-pMAPK 42-44 (#9101), anti-caspasa 3 (#9662), anti-S6K (#2708) y anti-
pS6K (# 9205) y anti-f actina (#4970) de Cell Signaling Technology (Boston, MA, USA).
Anticuerpos anti-ciclina D1 (SC-718) y anti-lamina B (SC-6217) de Santa Cruz Inc
(Dallas, TX, USA). Anticuerpo anti-pPDH, subunidad E1-a (NB110-93479) de Novus
Biologicals (Centennial, CO, USA). Anticuerpo anti-FAS (610962) de BD Biosciences
(San Jose, CA, USA). Anticuerpo anti-GAPDH (MAB374) de Millipore (Darmstadt,

Alemania).
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Modelo animal de glioblastoma

Se utilizaron ratones macho inmunodeficientes (N:NIH (S)- Fox 1™) de 6-8
semanas de edad. Los mismos fueron adquiridos en el bioterio de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de La Plata y mantenidos segun la guia del cuidado y uso de
animales experimentales (138) recibiendo agua y comida ad libitum en un régimen de
luz-oscuridad de 12 h.

Se inyectaron 1,5 x10° células U87 con o sin sobreexpresion del IGF-1R, o que
expresaran el vector mutante GFP-IGF-1R1025%1100x-1120x

Los animales fueron monitoreados diariamente y los tumores medidos con calibre. Al
momento del sacrificio, los ratones fueron inyectados con una solucién de
bromodesoxiuridina, para calcular el indice de proliferacién tumoral. Los tumores fueron
disecados y procesados para su estudio histolégico y molecular como ha sido descripto

en el capitulo 1.

Célculo del tamafio muestral: El tamafio muestral se calcul6é considerando que este es

un estudio de contraste de hipétesis, donde se comparan principalmente dos medias
(volimenes tumorales). De nuestros datos preliminares sabemos que a los 10 dias de
la inyeccion con 2 o 5 millones de célulasU87, se detecta la primera diferencia
significativa en la media de los volimenes tumorales entre ambos grupos, que es de
aproximadamente 57 mm?3. Asumiendo un comportamiento similar, considerando la
diferencia minima de 60 mm? de volumen tumoral a detectar entre ambos grupos
(células con o sin sobreexpresion del IGF-1R), con un nivel de confianza o seguridad
del 95 % (alfa de 0.05), un poder estadistico del 90 % (beta de 0.10) para la hipotesis

unilateral se necesitaran 5 ratones por grupo experimental.
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Procesamiento histolégico de tumores murinos

Los tumores fueron procesados y estudiados como fue descripto en el capitulo
1. Se realiz6 la técnica de inmunohistoguimica para evaluar la expresion del IGF-1R y
la proliferacion celular.
Por otro lado se realizaron tinciones para poner de manifiesto distintos componentes
del estroma tumoral como se describe brevemente a continuacion:

Tincién de PAS: utilizada para poner de manifiesto glicoproteinas y proteoglicanos.

Brevemente, los cortes fueron desparafinados e hidratados, se los incubd 15 minutos
con &cido periédico y luego del lavado con agua destilada se los incub6 con reactivo de
Schiff 30 minutos a 4 °C. Para contracolorear los nucleos se utiliz6 hematoxilina de
Harris, se los deshidraté y monté con balsamo de Canada.

Tricrémico de Masson modificado: la tincion se utiliza para marcar fibras de colageno,

gue adquieren un tono verde. Los cortes se desparafinaron, hidrataron y tifieron con
hematoxilina ferrica por 10 minutos (seguido de 10 minutos de lavado en agua
corriente). A continuacién se tifieron con una solucién de escarlata-fuccina y luego se
trataron con &cido fosfotlingstico al 5 %. Para finalizar se tifieron con una solucién de
verde luz que se diferencié con acido acético 1 %, para luego ser dehidratados y
montados con balsamo de Canada.

Impregnacion con plata: la técnica para reticulo de Gomori pone de manifiesto las fibras

reticualares que adquiren una tonalidad ocura (marrén-negra). Para la misma los cortes
fueron desparafinados e hidratados, se oxidaron con permanganato de potasio al 2 %
y diferenciaron con una solucion de metabisulfito de potasio 2 %. A continuacion se
incubaron con sulfato férrico de amonio 2 % e impregnaron con una solucion de plata
amoniacal. Para finalizar, se realiz6 una reduccién en formol 10 % y los cortes fueron

dehidratados y montados en balsamo de Canada.
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Estudios con muestras de pacientes

Se realizé un estudio prospectivo (junio 2012 a agosto 1017) de paciente
pediatricos con tumores de SNC sin tratamiento previo que fueron sometidos a cirugia
en nuestro hospital.

Para el mismo fueron incluidos 113 pacientes (61 nifias y 52 nifios) con una mediana
de edad de 7.63 afios y un rango intercuartil de 3.44 a 11.92 afios, la mayoria de los
cuales se encontraban en estadio prepuberal. Las muestras tumorales fueron
clasificadas en el servicio de patologia de Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez, segun
los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud del afio 2016 (111).

La distribucion de los tumores de nuestra poblacion pediatrica estudiada se muestra en

la figura 24.

Distribucion de los tumores del SN C

Otros (n: 27)

Craneofaringiomas
(n:6)

Meduloblastomas
(n:14)

Gliomas | -1l (n:36)

Gliomas -1V (n:8)

Ependimomas
(n:23)

Figura 24: Distribucion de los tumores de SNC analizados segun su diagnéstico. Las
muestras fueron clasificadas por el servicio de patologia del Hospital de Nifios Ricardo
Gutiérrez. Se grafican los grupos tumorales mds representativos.
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En las muestras obtenidas se procedié con el andlisis de expresion de los ligandos y
receptores del sistema de los IGFs. De las 113 muestras analizadas se pudo detectar
la presencia de IGF-1 en 98 casos, IGF-2 e IGF-1R en 105 casos e IR en 109 casos.
La expresion del IGF-2 result6 la mas variable entre todos los tumores (fig 25). Por PCR
en tiempo final se confirmé que la isoforma A del IR fue predominate en todos los

tumores estudiados (fig 25).

A B

PM GB GB GA GA E M CTRL+ R

Expresién relativa a TBP

IGF-1R IGF-1

Figura 25: Expresion de genes del sistema de los IGFs en muestras tumorales. A)
Cuantificacion relativa de la expresion de ARNm de IGF-2, IR, IGF-1R e IGF-1 regularizados
a la expresion de TBP. El valor obtenido para cada tumor por cada gen se muestra como
un punto independiente B) Estudio de la expresion de las isoformas del IR. Las mismas
fueron amplificadas mediante PCR en tiempo final utilizando cebadores especificos y
luego separadas en gel de agarosa 1,5%. Las bandas denotan la presencia de la isoforma
A (473pb) y B (509pb). Se muestran gel representativo de gliomas de bajo grado (GB),
gliomas de alto grado (GA), ependimomas (E), meduloblastomas (M), control positivo
para IRA y rifidn (R).

Se continué el estudio analizando los tumores mas frecuentes en este grupo etario, que
como se mencion6 en la Introduccién, es el grupo de gliomas. Se analizaron 43
muestras de tumores gliales que fueron clasificadas segun los criterios de la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) publicados en el afio 2016, quedando los

tumores separados por grado de malignidad como se muestra en el gréafico de la figura
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26. De los tumores analizados, el 56% tenia ubicacion infratentorial, el 43% ubicacion

supratentorial y uno solo de los tumores provenia de una ubicacion intramedular.

o
22 ll« 21 ln\
w—j Bajo Grado :
— 36 pacientes
() P

43 pacientes ——— GLIOMAS
\ Alto Grado

Edad 9,02 (0.87- 18.6) (- 1v) — 8 pacientes

Figura 26: Clasificacion de pacientes con tumores de estirpe glial. Se muestra los
tumores separados segun la clasificacion de la OMS del 2016. Las edades de los pacientes
se expresan como la media y los rangos, debido a la distribucion normal de dicho
pardametro (test Shapiro-Wilk).

Cuando los resultados de expresion de los distintos genes analizados fueron agrupados
en bajo (grados | y Il) y alto grado (grados Il y 1V) se observo que la expresion del IGF-
2 fue mayor en los tumores de bajo grado mientras que la del IGF-1 lo fue en los de alto
grado (fig 27).

El estudio por PCR en tiempo real para la expresion del IR abarca las dos isoformas de
este receptor. Estas isoformas son muy similares, ya que solo tienen 33 pares de bases
de diferencia. La manera de identificarlas es mediante su estudio diferencial por PCR
en tiempo final con posterior electroforesis horizontal en gel de agarosa para diferenciar
las bandas por cantidad de bases amplificadas (ver métodos, seccion evaluacion de la
expresion de las isoformas del receptor de insulina)). Se realiz6 esta técnica partiendo
del ADN copia de los gliomas y se pudo comprobar que la isoforma del IR mas
representada en los gliomas es la isoforma A como se mostro en la figura 25 para éste

y otros tipos tumorales.
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Expresion relativa
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Figura 27: Expresion de los componentes del sistema de los IGFs en muestras de tumores
de estirpe glial. Estudio de la expresion de ARNm de IGF-2 (A), IR (B), IGF-1 (C) e IGF-1R
(D) por PCR en tiempo real. Los valores fueron calculados usando curvas de cuantificacion
relativa y se presentan como expresion relativa en comparacion a los tumores de bajo
grado. Los resultados de expresan como promedio + DS. (Bajo vs alto grado, *p<0.05, test
de Mann Whitney).
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Estudios in vitro

Para realizar los estudios in vitro, nos basamos en estudios previos de nuestro
grupo de trabajo que indican que la localizacion subcelular del IGF-1R estaria asociada
a la gradacion tumoral y a la evolucion clinica de la enfermedad en los nifios. Asimismo,
los resultados de los estudios de expresion realizados en las muestras de los pacientes
de este trabajo de tesis muestran que IGF-1 se expresa en mayor cantidad en los
gliomas de alto grado. Asi, podemos suponer que en este tipo tumoral el circuito de los
IGFs gue mayor importancia cobra es el circuito IGF-1/IGF-1R.

Para dilucidar el impacto de la expresion y localizacion subcelular del IGF-1R en estos
tumores, utilizamos una linea celular de glioblastoma U87, células que sobreexpresan
la molécula nativa del IGF-1R y células con expresion de una variante del IGF-1R que

no puede migrar al nicleo celular.

Caracterizacion del sistema de los IGFs en la linea celular de glioblastoma humano
us7

Para poder utilizar las células U87 como modelo de estudio, verificamos la
expresion endogena de los componentes del sistema de IGFs que son de nuestro
interés, asi como la funcionalidad del IGF-1R y su capacidad de traslocar al nucleo.

En primera instancia, se realizé el estudio de la expresién de ambos ligandos (IGF-1 e
IGF-2) y de los receptores IGF-1R e IR. Las expresiones se relativizaron a la expresion
en estas células de la proteina de unién a la TATA box (TBP), como se muestra en la

figura 28.
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Figura 28: Expresion basal de genes del sistema de los IGFs en la linea celular U87. A)
Cuantificacion relativa de la expresion a nivel de ARNm de IGF-1, IGF-2, IGF-1R e IR
regularizados a la expresion de TBP. La misma fue estudiada en células U87 en
condiciones basales. Los resultados de expresan como promedio + DS. B) Estudio de la
expresion de las isoformas del IR. Las muestras fueron amplificadas mediante PCR en
tiempo final utilizando cebadores especificos y luego separadas en gel de agarosa 1,5 %.
Las bandas denotan la presencia de la isoforma A (473 pb) y B (509 pb). Se muestran gel
representativo la linea celular U87 y rifion como control positivo para ambas isoformas.

El nivel de expresion de IGF-2 fue muy bajo, en promedio cien mil de veces menor que
la de la TBP, mientras que no se pudo detectar expresion del IGF-1. Por otro lado, fue
posible determinar el nivel de expresién de ambos receptores del sistema de los IGFs,
siendo la expresion del IR comparable a la de la TBP. La expresion del IGF-1R fue
aproximadamente un 20 % menor que la de la TBP, lo que concuerda con publicaciones
anteriores gque indican que la expresién del receptor en las células U87 es baja (128).
También se caracterizd la expresion de las isoformas del IR en la linea celular,
encontrandose que la isoforma predominante es la isoforma A (fig 28).

Una vez determinada la expresion del IGF-1R, se determiné la funcionalidad del mismo
luego del estimulo con IGF-1 recombinante humano (rhiIGF-1). Las células en cultivo
fueron estimuladas por tiempos cortos (10 min) con rhIGF-1, se extrajeron sus proteinas
y a partir de las mismas se realizé la técnica de western blotting. Como podemos

observar en la figura 29, luego del estimulo con IGF-1 se produce la fosforilacion del
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IGF-1R. Este fenémeno se traduce en la fosforilacion de la AKT, quinasa que se
encuentra debajo en la via de sefializacion del IGF-1R (fig 29).

A diferencia de lo descripto para la AKT, en esta linea celular parece existir una
activacion constitutiva de las vias de las MAPK P38 y MAPK 42-44, ya que las mismas

se encuentran en su forma activa, fosforilada, alin en ausencia del estimulo con

IGF-1 (fig 29).
A 16F-1500Mm +
SFB 10 1 1
B D
IGF-150nM + IGF-150nM + IGF-150nM +
SFB 10 1 1 SFB 10 1 1 SFB 10 1 1
P AKT - P MAPK P42-44 | b 4 P MAPK P38 -
AT - MAPK P42-44 - MAPK P3g | See—

Figura 29: Activacion del IGF-1R y vias de sefnalizacion en respuesta al IGF-1. Luego del
estimulo de las células por 10 minutos con IGF-1 50nM se extrajeron las proteinas y se las
separd por wb. Las membranas fueron reveladas con los anticuerpos de interés, para
evidenciar las siguientes proteinas: IGF-1R (A), AKT (B), MAPK P42-44 (C) y MAPK P38 (D)
tanto en su forma fosforilada como total.
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Para continuar con la caracterizacion funcional de las células U87 se estudid su
proliferacion y apoptosis en respuesta al estimulo con rhIGF-1. Se cultivaron las células
con distintas concentraciones de suero fetal bovino (SFB) para encontrar una condicién
en la cual las células no aumentaran su proliferacion en el tiempo como consecuencia
de la presencia en el medio de factores ajenos al estimulo especifico (fig 30). Se eligio
como condicién el cultivo con medio suplementado con 1 % SFB, al cual se le agregé

o no rhlGF-1 en una concentracién final de 50 nM.
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Figura 30: Efecto del IGF-1 sobre la proliferacion y la apoptosis de las células U87. A) las
células U87 fueron cultivas por 4 dias con distintas concentraciones de SFB y en ausencia
del mismo para elegir la condicion en que las células sobrevivan sin aumentar su
proliferacion. B-C) Luego de elegir la condicion de cultivo con 1% SFB se cultivaron las
células en presencia o no de IGF-1 50 nM, para estas condiciones se determind el nimero
de células por ml (B) y la tasa de apoptosis (C). Los resultados se presentan como
promedio * DS.
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Como muestra la figura 30, no se registraron diferencias en el nimero total de células
viables en presencia o ausencia del estimulo especifico en los tiempos estudiados.
Asimismo, luego de 4 dias de cultivo en las mismas condiciones, se estudié la apoptosis
celular mediante la tincibn con naranja de acridina y bromuro de etidio sin que se
observen diferencias bajo estimulo con IGF-1. Esto nos permite inferir que la
proliferacion de estas células no es estimulada por IGF-1 en estas condiciones
experimentales (fig 30).

Por dltimo, se buscé comprobar la capacidad de IGF-1R de migrar al nucleo en
respuesta a IGF-1 en esta linea celular. Se registro que, en las células en cultivo, luego
de 8 h de estimulo con IGF-1 50 nM el IGF-1R es capaz de translocar al nacleo. Este
estudio se realiz6 por microscopia de fluorescencia confocal (fig 31) y fue verificado por
fraccionamiento subcelular seguido por western blotting (fig 31). Para ambas técnicas

se utilizé un anticuerpo que reconoce especificamente la subunidad 8 del IGF-1R.

A Sin IGF-1 B

IGF-1 50nM

AC anti IGF-1R

Citoplasmas: GAPDH

Nucleos: Lamina B

'
+

'
+

IGF-1 50nM

Figura 31: Translocacion del IGF-1R al nucleo en respuesta a IGF-1. Las células en cultivo
fueron estimulas por 8 h con IGF-1 50 nM. A) Luego del estimulo, o no, se realizé una
inmunofluorescencia para detectar la localizacion del IGF-1R, que fue revelada con un
anticuerpo secundario conjugado con rodamina (rojo). B) Luego del estimulo se extrajeron
las proteinas celulares y se separaron por wb que se reveld con un anticuerpo que
reconoce especificamente el IGF-1R. como controles de carga se utilizaron GAPDH para la
fraccion no nuclear y Idmina B para la fraccion nuclear.
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Con estos resultados, podemos confirmar que la linea U87 es un modelo apropiado
para caracterizar el impacto de la expresion y localizacion diferencial del IGF-1R.

Obtencion y caracterizacion de lineas con expresion estable del IGF-1R

Para continuar con estudio, se generaron dos modelos para recrear lo
observado en los gliomas pediatricos de alto grado. Por un lado, se generaron clones
celulares con sobreexpresion del IGF-1R, en los cuales se exacerba el circuito IGF-
1/IGF-1R (transfeccion con el vector IGF-1R-GFP). Por otro lado, se generd por
mutagénesis dirigida secuencial el vector conteniendo la secuencia codificante del IGF-
1R maduro con las lisinas 1025, 1100 y 1120 mutadas de manera que en esas
posiciones se expresen argininas (ver detalles en seccién Establecimiento de lineas
celulares con IGF-1R no nuclear, materiales y métodos) que no pueden ser sumoiladas
y como consecuencia el IGF-1R no puede migrar al nicleo en respuesta a IGF-1 (71)

(transfeccion con el vector GFP-IGF-1R1025%1100x-1120x)

Obtencién de lineas con expresion estable de GFP-IGF-1R

Por PCR en tiempo real se estudiaron los niveles de ARNm del IGF-1R en varios
de los clones obtenidos luego de la seleccidn con geneticina (G418). Luego de este
estudio se seleccionaron dos clones que, en comparacion con la linea parental,
sobreexpreasan el receptor aproximadamente 5 (clon WT 5) y 50 (clon WT 50) veces
respectivamente (fig 32). La mayor expresion fue corroborada a nivel de la proteina,
aungue no cuantificada por las limitaciones intrinsecas de la técnica de western blotting

(fig 31).
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Figura 32: Sobreexpresion del IGF-1R en clones transfectados con el IGF-1R nativo. Las
células U87 fueron transfectadas con el vector IGF-1R-GFP para obtener clones que
sobreexpresen dicho receptor. Se seleccionaron dos clones y se determind el nivel de
expresion del IGF-1R. A) estudio de la expresion de ARNm del IGF-1R a nivel de ARNm por
PCR en tiempo real. Los valores fueron calculados usando curvas de cuantificacion relativa
y se presentan como veces de cambio en comparacion a condiciones control (células U87
transfectadas con el vector pEGFP vacio). Los resultados de expresan como promedio +
DS. B) Western blot representativo para IGF-1R en extractos de proteinas de células U87
y sus clones. Se utilizé Bactina como control de carga.

Seguidamente se estudi6 la expresion de los demas componentes del sistema de los
IGFs en ambas lineas (WT5 y WT50) considerando un posible impacto en la linea
parental debido a la sobreexpresion del IGF-1R. Se encontr6 que ambos clones
contintan expresando el IR, pero a diferencia del clon WT 5, para el cual la expresion
no varia si se la compara con la linea parental, en el clon WT 50 la expresion del IR se
ve disminuida en mas de un 90 % (fig 33). En cuanto a los ligandos, no se detectaron
variaciones en la expresion de IGF-2 en comparacion con la linea parental. Al igual que

en esta Ultima, el IGF-1 result6 indetectable en los clones WT 5y WT 5 (fig 33).
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Figura 33: Expresion de genes del sistema de los IGFs en las clones con sobreexpresion

del IGF-1R nativo. A) Cuantificacion relativa de la expresion de ARNm de IR regularizada
a TBP en los clones WT 5 y WT 50 respecto a la expresion del IR en la linea parental U87
transfectada con el vector pEGFP vacio. B) [dem A, en este caso se grafica la expresion de
IGF-2. En ambos casos los resultados se expresan como promedio + DS. (**p<0.005,
ANOVA, post- test de Tukey).

A continuacion, se estudiaron las vias de sefializacién activadas en estos clones en
respuesta al IGF-1. Para corroborar que la respuesta observada fuera especifica por el
estimulo, se utilizé el inhibidor OSI906. Este inhibidor es una molécula pequeiia,
disefiada para inhibir la fosforilacion del IGF-1R y del IR (165). Para determinar la
concentracion optima de inhibicion, realizamos una curva de dosis respuesta tanto en
la linea parental como en los clones seleccionados, utilizando concentraciones de 1,
0,5y 0,25 pM de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Luego de los
estimulos se obtuvieron las proteinas celulares que se analizaron por western blotting.
Solo se observo fosforilacion del IGF-1R cuando las células fueron estimuladas con
rhiIGF-1 sin inhibidor (fig 34) en todas las lineas celulares. La fosforilacion de AKT
aumenta en respuesta al estimulo con IGF-1, y vuelve a niveles basales cuando las

células son preincubadas con OSI906 (fig 34).
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Figura 34: Activacion del IGF-1R y vias de sefializacion en respuesta al IGF-1 en células
U87 y sus clones con sobreexpresion del IGF-1R. Luego del estimulo de las células por 10
minutos con IGF-1 50 nM, y en los casos que corresponde la preincubacion con el inhibidor
del IGF-1R, 0SI906, se extrajeron las proteinas y se las separd por wb. Las membranas
fueron reveladas con los anticuerpos de interés, para evidenciar las siguientes proteinas:
IGF-1R, AKT, MAPK P42-44 y MAPK P38 tanto en su forma fosforilada como total.

En cuanto a la respuesta de la MAPK P42-44, se observé que su fosforilacion no varia
entre las condiciones basales y el estimulo con IGF-1 (fig 34). Sin embargo, cuando las
células son preincubadas con el inhibidor del IGF-1R, los niveles de fosforilacion de la
MAPK caen por debajo de los niveles basales, lo que sugiere una activacion constitutiva
de esta via que puede ser inhibida usando OSI906.

Los experimentos antes descriptos fueron utilizados para establecer la concentracion

de trabajo para el inhibidor dual OSI906, que fue establecida en 0,5 puM.
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Figura 35: Translocacion del IGF-1R al nucleo en respuesta a IGF-1. Los clones con
sobreexpresion del IGF-1R WT 5 y WT 50 fueron cultivadas sin suero o estimuladas por 8 h con
IGF-1 50 nM, con y sin una preincubacion con el inhibidor del IGF-1R 0SI906 (0,5 nM). A) Los
clones fueron incubadas con Hoechst (nucleos azules) y analizadas por microscopia de
fluorescencia para detectar la presencia de la proteina de fusion IGF-1R.GFP (verde). B) Se
extrajeron las proteinas celulares y se separaron en un wb que se revel6 con un anticuerpo que
reconoce especificamente el IGF-1R. como controles de carga se utilizaron GAPDH para la
fraccion no nuclear y Iamina B para la fraccion nuclear.

También se estudio en los clones WT 5y WT 50 la translocacién del IGF-1R al nucleo
en respuesta al IGF-1. Como se puede observar en la figura 33, luego de 8 h de estimulo

con IGF-1 50 nM se evidencia la relocalizacion del IGF-1R al nucleo celular. Se
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comprobd la especificidad de la respuesta al estimulo al quedar bloqueada la migracién
al ndcleo cuando las células son preincubadas con OSI906. ElI fenémeno de

translocacion fue verificado por fraccionamiento subcelular y western blotting (fig 35).

Obtencion de lineas con expresion estable de GFP-IGF-1R025%-1100x-1120x

Las lineas celulares fueron generadas luego de la transfeccion de células U87 con un
vector del IGF-1R mutado en 3 lisinas que no permite su SUMOilacién. Se ha descripto
previamente que esta modificacion post-traduccional es condicién necesaria para que
el receptor pueda migrar al nucleo luego de su activacion (71).

Nuevamente, se estudiaron los niveles de ARNm (PCR en tiempo real) y de proteina
(WB) del receptor en varios de los clones obtenidos y se seleccionaron dos clones con

expresion del IGF-1R mutado comparable con los clones WT 5 e WT 50, a los que se

denominé Mut 5 Y Mut 50 (fig 36).
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Figura 36: Sobreexpresion del IGF-1R en clones transfectados con el IGF-1R mutado. Las
células U87 fueron transfectadas con el vector GFP-IGF-1R102>x1100x-1120x narg obtener
clones que sobreexpresen dicho receptor con la mutacion en las lisinas indicadas. Dos
clones fueron seleccionados y los niveles de expresion del IGF-1R fueron determinados. A)
estudio de la expresion del IGF-1R de ARNm por PCR en tiempo real. Los valores fueron
calculados usando curvas de cuantificacion relativa y se presentan como veces de cambio
en comparacion a condiciones control (células U87 transfectadas con el vector pEGFP
vacio). Se incluyen también las veces de sobreexpresion del IGF-1R en los clones WT 5 y
WT 50. Los resultados se expresan como promedio * DS. B) Western blot representativo
para IGF-1R de extractos de proteinas de células U87 y sus clones. Se utilizé Bactina como

control de carga.
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Como ha sido descripto previamente, la mutacion en las lisinas 1025,1100 y 1120 por
argininas impide que el IGF-1R sea sumoilado, pero no modifica su capacidad de
autofosforilacion luego del estimulo con IGF-1 (167). En nuestro modelo esto fue
comprobado luego del estimulo durante 10 minutos con rhiIGF-1 y su especificidad se
demostr6 mediante la preincubacion de los cultivos celulares con concentraciones

crecientes del inhibidor OSI1906 (fig 37).

Clon MUT5 Clon MUT 50

IGF-1 50nM - + - + + + - + - + + +

0OSI 906nM - - 1000 250 500 1000 - - 1000250 500 1000

PIGF-1R
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PMAPK42-44

MAPK42-44

Figura 37: Activacion del IGF-1R y vias de sefnalizacion en respuesta al IGF-1 en clones
con sobreexpresion del IGF-1R mutado. Luego del estimulo de las células por 10 minutos
con IGF-1 50 nM, y en los casos que corresponde la preincubacion con el inhibidor del IGF-
1R, 0SI906, se extrajeron las proteinas y se las separé por wb. Las membranas fueron
reveladas con los anticuerpos de interés, para evidenciar las siguientes proteinas: IGF-1R,
AKT, MAPK P42-44 y MAPK P38 tanto en su forma fosforilada como total.

Al igual que en los clones que sobreexpresan el IGF-1R sin mutar, la fosforilacion del

IGF-1R solo se observa cuando las células son estimuladas con rhIGF-1 sin inhibidor

114



Resultados, capitulo 2

(fig 37). Al estudiar la fosforilacion de AKT, se verifica que la misma aumenta en
respuesta al estimulo con IGF-1, y vuelve a niveles basales cuando las células son
preincubadas con OSI906 (fig 37).

Nuevamente se observa fosforilacion de la via de MAPK P42-44 en condiciones basales
sugiriendo una activacion constitutiva de esta via (fig 37). Sin embargo, cuando las
células son preincubadas con el inhibidor del IGF-1R y luego estimuladas con IGF-1,
los niveles de fosforilacién de MAPK disminuyen, confirmando que en los clones Mut 5
y Mut 50, dicha via también puede inhibirse mediante el uso del OSI906.

En los clones mutantes también se estudi6 la expresion del IR y de los ligandos del
sistema de los IGFs. Como se muestra en la figura 38, no se encontraron diferencias
significativas en la expresion del IR ni de IGF-2. Al igual que en la linea parental y en
los clones WT 5 y WT 50 no se detectd expresion de IGF-1 en los clones con

sobreexpresion del IGF-1R mutante.
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Figura 38: Expresion de genes del sistema de los IGFs en las clones con sobreexpresion
del IGF-1R mutado. A) Cuantificacion relativa de la expresion a nivel de ARNm de IR
regularizada a TBP en los clones Mut 5 y Mut 50 respecto a la expresion del IR en la linea
parental U87 transfectadas con el vector pEGFP vacio. B) [dem A, en este caso se grafica
la expresion de IGF-2. En ambos casos los resultados se expresan como promedio + DS.

Para completar la caracterizacion de los clones Mut 5 y Mut 50 con el IGF-1R mutado

se estudio la capacidad del IGF-1R de migrar al nucleo luego de 8 h de estimulo con
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IGF-1 50 nM. En efecto, el receptor mutado no es capaz de migrar al ncleo luego del
estimulo como se pudo observar por microscopia de fluorescencia (fig 39). Este
resultado fue confirmado mediante fraccionamiento subcelular y posterior analisis de

las proteinas en cada faccion mediante la técnica de westen blot (fig 39).
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Figura 39: Efecto de la mutacion en las lisinas 1025, 1100 y 1120 en el IGF-1R sobre la
translocacion del IGF-1R en respuesta a IGF-1. Las clones Mut 5 y Mut 50 fueron
incubadas o no por 8 h con IGF-1 50 nM con y sin una preincubacion con el inhibidor del
IGF-1R 0SI906 (0,5 nM). A) Los clones fueron incubadas con Hoechst (ntcleos azules) y
analizadas por microscopia de fluorescencia para detectar la presencia de la proteina de
fusion IGF-1R.GFP (verde). B) Se extrajeron las proteinas celulares y se separaron en un
wb que se reveld con un anticuerpo que reconoce especificamente el IGF-1R. como
controles de carga se utilizaron GAPDH para la fraccion no nuclear y Idmina B para la
fraccion nuclear.
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Efecto del IGF-1 sobre la proliferacion celular y apoptosis

Se estudio el efecto del estimulo con IGF-1 por tiempos prolongados tanto en
las lineas WT 5 y WT 50 como en las lineas con el IGF-1R mutado (Mut 5y Mut 50) en
comparacion con las células U87 transfectadas con el vector GFP vacio (U87).

En todos los casos, las células muestran un crecimiento sostenido y comparable cuando
son cultivadas en medio de cultivo suplementado con SFB al 10 % (fig 40). Como se
puede observar en la figura 40, no hubo aumento de la proliferacién celular en respuesta
a IGF-1, en la linea parental ni en las lineas WT5, WT50, Mut 5 y Mut 50 si se compara

con las células cultivadas con 1 % SFB.
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Figura 40: Efecto de la sobreexpresion del IGF-1R nativo o mutado y en las células U87
sobre la proliferacion celular. Las células U87 transfectadas con el vector pEGFP vacio,
los clones con sobreexpresion del IGF-1R WT 5y WT 50 y los clones con IGF-1R mutante
Mut 5 y Mut 50 fueron cultivas por 4 dias con 10 % SFB, o con 1 % SFB en presencia o no
de IGF-1. Para estas condiciones se determind la proliferacion de las células U87 (A)
Células cultivadas con 10 %SFB (B) Células cultivadas con 1 %SFB + IGF-1 50 nM (C) Células

cultivas con 1 %SFB.
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Por otro lado, mediante la técnica de western blotting se estudi6 la expresion de la
ciclina D1y de la caspasa 3 luego de 24 y 48 horas de cultivo en las mismas condiciones
en gue se midio la proliferacion celular. También se estudiaron estas proteinas en
células preincubadas con el inhibidor OSI906 para corroborar la especificidad del
estimulo en caso de que este existiera.

En concordancia con lo observado anteriormente, en ninguno de los clones se
encontraron diferencias significativas en la expresion de la ciclina D1 luego del estimulo
de las células con rhIGF-1 (fig 41). Por ultimo, se evalué6 el posible efecto del IGF-1
como protector de la apoptosis tanto en la linea parental como en los clones con
sobreexpresion del IGF-1R nativo o mutado. El analisis se realizé6 mediante el estudio
de la caspasa 3 por western blotting. En este caso tampoco se encontraron diferencias
en ninguno de los clones en cuanto a su expresion cuando las células fueron incubadas

con rhiGF-1 (fig 41).

A 24 HS B 48 HS
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Figura 41: Expresion de Ciclina D1 y Caspasa 3 en la linea celular U87 y en los clones con
sobreexpresion del IGF-1R nativo o mutado. Las células fueron incubadas o no por 24 o
48 h con IGF-1 50 nM con y sin una preincubacion con el inhibidor del IGF-1R 051906 (0,5
nM). Finalizadas las incubaciones se extrajeron las proteinas celulares y se separaron en
un wb que se reveld con anticuerpos que reconoce especificamente la ciclina D1 o la
proteina caspasa 3 total. Como control de carga se utilizé 6-actina. (A) Células incubadas
en las condiciones correspondientes por 24 h (B) Células incubadas en las condiciones
correspondientes por 48 h.
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Efectos del IGF-1 sobre la migracion celular

La capacidad de favorecer la motilidad e invasion de las células cancerigenas
es otro conocido efecto del sistema de los IGFs (168), por lo cual se estudiaron los
posibles efectos sobre la migracion tanto en la linea celular parental de glioblastoma,
U87 como en los clones generados a partir de estas. Los estudios se realizaron en
cultivo mediante ensayos de curacion de heridas, con las células cultivadas en
condiciones basales, con 1 % de SFB y en presencia de estimulo con 50 nM de IGF-1,
por 18, 24 y 36 h de cultivo.

Cuando las células son estimuladas con IGF-1, la migracion aumenta y se observa una
tendencia al cierre paulatino de la superficie descubierta tanto por parte de la linea
parental como para los 4 clones (fig 42). Sin embargo, esta diferencia resulta solamente
significativa para los clones que sobreexpresan el IGF-1R sin mutar (WT 50 y WT 5).
No se observa migracioén significativa para los clones Mut 50 y Mut 5 en respuesta a
rhiIGF-1, lo cual demuestra que el efecto sobre la migracién depende de la capacidad
del IGF-1R de migrar al nucleo celular y no de la sobreexpresion del receptor en si
mismo. Una vez mas se verifica la especificidad de la respuesta al estimulo con IGF-1
en condiciones de inhibiciébn del IGF-1R con OSI906, obteniéndose la superficie
descubierta y sin variaciones de la herida en el tiempo (fig 42).

Como se muestra en la figura 42, si se puntualiza el andlisis en la respuesta a IGF-1 a
las 36hs, Unico tiempo de los estudiados para el cual la diferencia en la migracion fue
significativa, y se compara la migracion entre los distintos tipos celulares podemos
observar que las solo los clones con sobreexpresion del IGF-1R en forma nativa (WT 5

y 50) experimentan mayor migracion que las células U87.
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Figura 42: Efecto de la sobreexpresion del IGF-1R nativo o mutado y en las células U87
sobre la migracion celular. Las células U87 transfectadas con el vector pEGFP vacio,
clones nativos (WT 5 y WT 50) y clones mutantes (Mut 5 y Mut 50) fueron cultivadas y al
llegar a confluencia se realizé una herida para evaluar el potencial migratorio. Luego de
la herida las células se cultivaron con 1 % SFB, IGF-1 50 nM y preincubacién con 0SI906
en caso que corresponda. Se tomaron fotos en microscopio optico a los tiempos 0, 18, 24
y 36 h. Los resultados se presentan como porcentaje de drea cubierta en cada tiempo
referido a la cobertura en tiempo 0 y se expresan como promedio + DS. (*p<0.05,
**p<0.005, ANOVA, post- test de Tukey). (A) Células incubadas en medio con 1 % SFB. (B)
Células incubadas con IGF-1 50 nM. (C) Células preincubadas con el inhibidor 0SI906 0.5
uM e incubadas luego con IGF-1 50 nM (D) Comparacion de los porcentajes de cobertura
de herida para cada tipo celular luego de la incubacién por 36 h con IGF-1 50 nM.

Efectos metabdlicos del IGF-1

En las células cancerigenas el sistema de los IGFs tiene importantes efectos

favoreciendo el metabolismo celular (84). La principal fuente de energia celular es la
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glucosa, que ingresa en las células a través de transportadores especificos como el
GLUT1, que se expresa en las células gliales (169).

Se verificd en la linea celular U87 la expresion de GLUTL, y se procedié a estudiar los
cambios en la expresion de este transportador generados en respuesta al estimulo con
IGF-1. Se encontr6 que tanto en la linea parental como en los clones con
sobreexpresion del IGF-1R (mutado o no) el estimulo con IGF-1 50 nM por 24 h
aumenta la expresion del GLUT1 (fig 43). Exceptuando el clon WT 50, en todos los
casos el aumento de GLUT 1 en respuesta al estimulo se logré revertir al preincubar

las células con el inhibidor del IGF-1R OSI906 (fig 43).
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Figura 43: Efecto de la sobreexpresion del IGF-1R nativo o mutado y en las células U87 sobre
la expresion del transportador de glucosa GLUT 1. Las células fueron cultivadas por 24 h con
IGF-1 50 nM, con o sin la preincubacion con el inhibidor del IGF-1R 0S1906. Se estudid por PCR
en tiempo real la expresion de ARNm de GLUT1 en células U87 transfectadas con el vector pEGFP
vacio (A), en los clones con sobreexpresion del IGF-1R nativo (B 'y C) y en los clones que
sobreexpresan el IGF-1R mutado (D y E). F) Resumen de resultados anteriores comparando las
lineas celulares tras el estimulo con IGF-1. Los valores fueron calculados usando curvas de
cuantificacion relativa y se presentan como veces de cambio en comparacion a condiciones
control (células cultivas sin suero segun corresponda). Los resultados de expresan como
promedio + DS. (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001, ****p<0.0001 ANOVA, post- test de Tukey).
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Por otro lado, si se comparan los niveles de aumento en la expresion del GLUT1 en
respuesta a IGF-1, se puede observar un mayor aumento en los clones que
sobreexpresan el IGF-1R sin mutar (WT 5y WT 50) respecto al observado para la linea
parental (fig 43). La diferencia antes descripta no se registra entre la linea parental y los
clones que sobreexpresan el IGF-1R mutado. Por ultimo, si se comparan los clones con
sobreexpresion similar del IGF-1R mutado o no (WT 5 vs Mut 5y WT 50 vs Mut 50), se
observa en ambos casos que la expresion del GLUT1 es mayor en los clones WT,

cuando el receptor es capaz de migrar al nicleo luego del estimulo con IGF-1 (fig 43).

En el estudio molecular realizado en biopsias de gliomas, descripto al principio de este
capitulo, no se encontraron variaciones importantes en los niveles de expresion del IGF-
1R, es decir, no se registraron tumores en los cuales la sobreexpresion del IGF-1R fuera
excesiva respecto de otros. Si se comparan los niveles de expresion del IGF-1R de los
glioblastomas pediatricos con los expresados por la linea celular U87 y los clones con
5 0 50 veces de sobreexpresion se puede ver que la que mas se asemeja a la de los
tumores pediatricos es la registrada en los clones WT 5 y Mut 5 (fig 44). Es por este
motivo que se decidié continuar con la caracterizacién metabdlica de los clones con 5
veces de sobreexpresion del IGF-1R mutado o no, para asegurarnos de no estar
forzando el sistema con una dosis de receptor que no fuera representativa de las

condiciones gque se encuentran en los pacientes con glioblastomas.
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Figura 44: Comparacion de la expresion de IGF-1R entre glioblastomas pedidtricos y
modelos celulares. Estudio de la expresion de ARNm del IGF-1R por PCR en tiempo real
en los clones WT 5 y 50 y en los clones Mut 5 y 50. Los valores fueron calculados usando
curvas de cuantificacion relativa y se presentan como veces de cambio en comparacion a
los obtenidos para las muestras de glioblastomas pedidtricos; en todos los casos los
valores de expresion del IGF-1R se encuentran referidos a la expresion de TBP. Los
resultados de expresan como promedio * DS.

Para estudiar en mayor profundidad si el aumento en la expresién del transportador de
glucosa GLUT1 se veria reflejada en un aumento en el metabolismo celular, se
estudiaron las dos principales vias metabdlicas de la glucosa en las células tumorales
para la obtencién de energia. Por un lado, se estudidé la conversiéon del piruvato
(metabolito final de la glucélisis) a lactato, que ocurre por el proceso de glucdlisis
aerdbica en un mecanismo caracterizado como efecto Warburg (32). Por otro lado, se
focaliz6 en la conversion de piruvato a acetil-CoA, paso inicial para el metabolismo

oxidativo de la glucosa.

Focalizando en el proceso de glucdlisis aerdbica se midi6 tanto la produccion de lactato
(metabolito final) como la actividad de la enzima responsable de su sintesis, lactato
deshidrogenasa (LDH). El estudio se realiz6 luego de 24 h de estimulo con o sin rhIGF-

1y su especificidad fue constatada mediante el uso del inhibidor dual OSI906.
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Figura 45: Efecto de la sobreexpresion del IGF-1R nativo o mutado y en las células U87
sobre la actividad enzimdtica de la LDH y la produccion de lactato. Las células fueron
cultivadas por 24 h en ausencia de SFB y con IGF-1 50 nM, con o sin la preincubacion con
el inhibidor del IGF-1R 0SI1906. Se estudid la actividad enzimdtica de LDH y la produccion
de lactato en todos los tipos celulares en condiciones basales (A y E), y luego del estimulo
con IGF-1 en la linea U87 transfectadas con el vector pEGFP vacio (B y F), en un clon con
sobreexpresion del IGF-1R nativo, WT 5 (C y G) y en los clones que sobreexpresan el IGF-
1R mutado (D y H). Los resultados de expresan como promedio + DS. (*p<0.05, **p<0.005,
***¥p<0.001, ANOVA, post- test de Tukey).
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Como se puede observar en la figura 44 la actividad basal de LDH se encontré reducida
en el clon Mut 5 respecto tanto de la linea parental como del clon WT 5. Cuando las
células son estimuladas con IGF-1, la actividad de LDH aumenta tanto para el clon que
sobreexpresa el IGF-1R sin mutaciones (clon WT5) como para el que expresa el
receptor mutado (clon Mut 5), teniendo este Ultimo un aumento significativamente mayor
en relacion al basal (fig 45).

En cuanto a la produccion de lactato, se encontré una tendencia de disminucién para
los clones WT 5y Mut 5 en relacion con el basal, siendo esta diferencia significativa en
el clon con sobreexpresion del IGF-1R mutado. No se registraron variaciones en la linea
parental tras el estimulo con rhIGF-1 por lo cual la inhibicion del IGF-1R con OSI906
tampoco muestra diferencias (fig 45). Al comparar la condicién basal con la estimulada
con IGF-1, se observé una tendencia al aumento tanto para el clon WT 5 como Mut 5,

siendo solo significativa para el clon con sobreexpresién del IGF-1R mutante (fig 45).

En segundo lugar, para estudiar la entrada de glucosa a la via oxidativa se estudio la
conversion del piruvato en acetil-CoA, proceso llevado a cabo por el complejo
enzimatico piruvato deshidrogenasa (PDHc). La actividad del PDHc esta regulada
mediante su fosforilacion, por parte de las piruvato dehidogenasa quiasas (PDKSs), y su
desfosforilacion mediada por las piruvato deshidrogenasa fosfatasas (PDPs),
encontrdndose activa en su estado desfosforilado. Se evalu6 el estado de fosforilacion
del PDHc luego de 24 h con o sin rhIGF-1 y se encontrd que, en todos los casos, la
fosforilacion de la enzima disminuye luego del estimulo respecto a las condiciones
basales. La especificidad de la respuesta a IGF-1 se corroboré con la utilizaciéon del
inhibidor OSI906 que devuelve a la enzima a un estado de mayor fosforilacion,
comparable al basal (fig 46).

Por otro lado, se observa que, en todas las condiciones de cultivo la fosforilacion del

PDHc en el clon WT 5 es menor que la observada para la linea parental y el clon
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Mut 5. Esto estaria haciendo referencia a un complejo enzimatico basalmente mas
activado en el clon WT 5 y por consiguiente un mayor flujo de piruvato hacia la via
oxidativa.

Por altimo, en el caso del clon con el IGF-1R mutado, Mut 5, se observa que aun tras
el estimulo con IGF-1 la fosforilacion del PDHc no disminuye significativamente
respecto de las condiciones basales (fig 46). Esto permitiria asumir que la capacidad
del IGF-1R de migrar al nucleo resulta necesaria para que el complejo se encuentre

menos fosforilado, y en consecuencia mas activo.
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Figura 46: Efecto de la sobreexpresion del IGF-1R nativo o mutado y en las células U87
sobre la activacion del complejo enzimdtico piruvato deshidrogenasa (PDHc): Las
células fueron cultivadas por 24 h con IGF-1 50 nM, con o sin la preincubacion con el
inhibidor del IGF-1R 0SI906. Se extrajeron las proteinas y se analizé por WB el estado de
fosforilacion del PDHc. La proteina 8-actina fue utilizada como control de carga.

Como ya fue descripto en la introduccion, la via oxidativa de la glucosa resulta muy
importante en varios tipos de cancer, entre ellos el glioblastoma ya que permite que
varios intermediarios del ciclo de Krebs sean derivados hacia vias anabdlicas (170). Es
por esto que en el presente trabajo se puso foco en el estudio de dos procesos de
sintesis de macromoléculas como son los lipidos y las proteinas.

Por un lado, tanto en la linea parental U87 como en los clones WT 5y Mut 5 se estudi6

la expresion de la enzima acido graso sintasa (FAS), encargada de catalizar la sintesis
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de acido palmitico a partir de malonil-CoA y acetil-CoA. Si bien la proteina se pudo
detectar en todos los casos, su expresion resultdé menor en el clon con sobreexpresion
del IGF-1R mutante, Mut 5 (fig 47). Se observaron variaciones sutiles en la expresién
de la FAS entre los clones con sobreexpresion del IGF-1R mutado o nativo.cuando las

células fueron tratadas con rhIGF-1.
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Figura 47: Efecto de la sobreexpresion del IGF-1R nativo o mutado y en las células U87
sobre la activacion de la enzima dcido graso sintasa (FAS): Las células fueron cultivadas
por 24 h con IGF-1 50 nM, con o sin la preincubacion del inhibidor del IGF-1R 0OSI906.
Finalizada la incubacion se extrajeron las proteinas que fueron analizadas por WB. La
proteina B-actina fue utilizada como control de carga.

Ha sido descripto previamente que las células de glioma utilizan acidos grasos como
sustrato principal para la obtencion de energia (171). El ciclo de Krebs puede aportar
intermediarios que son utilizados para la sintesis de acidos grasos, los cuales pueden
luego ser oxidados para obtener energia (118). En los casos en que el metabolismo
celular esta disminuido, como por ejemplo en casos de hipoxia, los acidos grasos se
acumulan formando gotas de lipidos para luego, poder ser utilizados en condiciones
favorables de crecimiento celular (172). Teniendo esto en cuenta, se midid la
produccion de gotas de lipidos en la linea parental U87 y en los clones luego de 24 h
de estimulo con rhiIGF-1. Como se observa en la figura 48 la presencia de gotas de

lipidos es mayor en el clon con expresion del IGF-1R mutado, detectandose menos

127



Resultados, capitulo 2

cantidad en la linea parental hasta casi ser inexistente en el clon WT 5. En todos los
casos la cantidad de gotas de lipidos se ve aumentada luego del estimulo con IGF-1
(fig 48). Lo descripto anteriormente podria ser indicativo de un metabolismo mas
aletargado en los clones con el IGF-1R mutante, que almacenan los acidos grasos

sintetizados ya que no necesitan utilizarlos para obtener energia.

us7 WT 5 Mut 5

Figura 48: Efecto de la sobreexpresion del IGF-1R nativo o mutado y en las células U87 sobre
la acumulacion de lipidos. Las células fueron incubadas o no por 24 h con IGF-1 5 OnM.
Finalizadas las incubaciones se fijaron las células y se tifieron con una solucion de Oil Red y
contracoloracion con hematoxilina. Las imdgenes fueron obtenidas usando un aumento de 100x
con inmersion.

Sin SFB

IGF-1 24hs

Por otro lado, se estudio el efecto del estimulo con IGF-1 en el proceso anabdlico de
sintesis de proteinas. Se sabe que la proteina mTOR es una serina treonina quinasa

parte de un complejo encargado de integrar diversas sefiales para regular multiples
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funciones celulares tales como la transcripcién, traduccién, recambio de proteinas y
crecimiento celular entre otras (173). Para evaluar el estado de activacion del complejo
MTORCc, se estudi6 el estado de fosforilacién de uno de sus targets directos, la proteina
S6K, en condiciones basales o luego del estimulo con IGF-1 por 24 h. Se encontré un
estado fosforilado de S6K, tanto en condiciones basales como luego del estimulo con
rhiGF-1, para la linea parental U87 como para el clon que sobreexpresa el IGF-1R (WT
5), siendo en este ultimo mayor. (fig 49).

Cabe destacar que no se logr6 detectar la proteina S6K fosforilada en el clon Mut 5 bajo
ninguna de las condiciones estudiadas, lo cual podria estar poniendo de manifiesto la
necesidad del IGF-1R de migrar al nacleo celular para activar al complejo mTORc y

favorecer asi la sintesis proteica.

- + 4+ -+ 4+ - 4+ + IGF-150nM
. -+ - -+ - - 4+ 0SI906uM

u87 Clon WT 5 Clon Mut 5

Figura 49: Efecto de la sobreexpresion del IGF-1R nativo o mutado en las células U87
sobre la activacion del complejo mTORC 1. Las células fueron cultivadas por 24 h con IGF-
1 50 nM, con o sin la preincubacion del inhibidor del IGF-1R 0SI906. Se extrajeron las
proteinas y se analizd por WB el estado de fosforilacion de la proteina S6K, uno de los
principales sustratos de fosforilacion del complejo mTORC1. La proteina S6K total fue
utilizada como control de carga.

En ultimo lugar, para ver si las diferencias metabdlicas encontradas entre los clones
WT 5y Mut 5 tenian impacto sobre el crecimiento celular, se midi6é el diametro mayor

de un numero significativo de células en las diferentes lineas y se calculé su media. Se
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encontré que, en condiciones basales, si se comparan las células WT 5 con las Mut 5,
las primeras tienen un tamafio mayor, indicando que la capacidad del IGF-1R de migrar

al ndcleo determina procesos que repercutirian en el tamafio celular (fig 58).

Diametro celular
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Figura 50: Efecto de la sobreexpresion del IGF-1R nativo o mutado y en las células U87
sobre el tamaio celular. Se midid el diGmetro mayor de al menos 300 células cultivadas
en condiciones basales utilizando el programa NIS-Elements BR (Nikon). Los resultados se
expresan como promedio + DS. (*p<0.05, ANOVA, post- test de Tukey).

130



Resultados, capitulo 2

Estudios in vivo

Para estudiar el efecto de la sobreexpresion del IGF-1R en las células de
glioblastoma en un contexto mas cercano al fisioldgico se realizé un modelo de
xenotransplante mediante la inyeccion subcutanea de células de glioblastoma humano
en ratones macho inmunodeficientes (N:NIH (S)- Fox 1™). Los ratones fueron
inyectados con la misma cantidad de células de la linea U87 transfectadas con el vector
pPEGFP vacio, de los clones con sobreexpresion del IGF-1R en su forma nativa (clones
WT 5y Wt 50), o de los clones que sobreexpresan el IGF-1R mutado (clones Mut 5y
Mut 50).

Los ratones fueron monitoreados para detectar la aparicién tumoral a partir del dia 3
post inyeccion. En la figura 51 se representa el porcentaje de ratones sin tumor medible
desde el dia de la inyeccion. El periodo de latencia hasta la aparicion de tumores
medibles en un 50 % del grupo experimental fue significativamente mas corto para los
ratones inyectados con los clones que sobreexpresan el IGF-1R (clones WT 5y WT 50)
gue para los inyectados con la linea parental U87 (5 vs 6 dias). En contraposicion, el
periodo de latencia fue mayor para los tumores generados por la inyeccién de los clones
Mut 5 y Mut 50 (8 y 10 dias respectivamente).

Los tumores fueron medidos diariamente lo que permitié la construccién de las curvas
de crecimiento tumoral. Se puede observar que los tumores generados a partir de la
inyeccion de los clones que clones WT 5 y WT 50 crecen mas rapidamente que los
generados por la linea U87 o por los clones con el IGF-1R mutado (Mut 5 y Mut 50)

(fig 52).
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Figura 51: Efecto de la sobreexpresion del IGF-1R nativo o mutado sobre la
tumorigénesis. Las curvas se realizaron considerando el dia de aparicion de un tumor
palpable (***p<0.0001, Prueba de Log-Rank WT 5vs Mut5 y WT 50 vs Mut 50).
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Figura 52: Efecto de la sobreexpresion del IGF-1R nativo o mutado sobre el crecimiento
tumoral. El volumen tumoral fue calculado en base a las mediciones de los didmetros
mayor y menor realizadas con calibre diariamente (didmetro mayor x digmetro menor?).
Se muestran las curvas de crecimiento tumoral para todos los tipos celulares analizados.
Los resultados se expresan como media + DS.
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Si se comparan los volimenes tumorales al dia 14 post inyeccion se puede observar
con mayor detalle la diferencia en los tamafios segun la linea celular que dio origen a
los tumores (fig 53). Los tumores que expresan el IGF-1R que puede migrar al ndcleo
son significativamente mas grandes que los generados por la linea parental. A su vez,
si se comparan los clones con sobreexpresion similar del IGF-1R nativo y mutado (clon
WT 5 vs Mut 5 y clon WT 50 vs Mut 50), una vez mas resultan de tamafio mayor los
generados por clones cuyo IGF-1R tiene la capacidad de sumoilarse y entrar en el
ndcleo celular, descartando un posible efecto de dosis de expresion del IGF-1R. En la
figura 53 se muestran comparativamente los tamafios tumorales finales (25 dias post
inyeccion) para cada uno de los grupos, denotando que la diferencia entre grupos se

mantiene hasta el final.
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Figura 53: Efecto de la sobreexpresion del IGF-1R nativo o mutado sobre el volumen
tumoral. El volumen tumoral fue calculado en base a las mediciones de los didmetros
mayory menor realizadas con calibre (didmetro mayor x didmetro menor?). A) Volumenes
tumorales a los 14 dias post inyeccion. B) Volumenes tumorales a los 25 dias post
inyeccion, al momento del sacrificio de los animales. Los resultados se expresan como
media + DS. (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001, ****p<0.0001 ANOVA, post- test de
Tukey).
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En todos los casos el punto final del experimento fue el dia 25 post-inyeccion y 3 horas
antes del sacrificio, los ratones fueron inyectados con una solucion de BrdU, como fue
descripto anteriormente (107) para calcular el indice de proliferacion celular (proporcion
de células que incorporan el analogo de base marcado respecto del total). Como se
puede observar en la figura 54 la proliferacion celular es mayor en los tumores
generados tras la inyeccion de los clones WT 50 y WT 5, respecto de la linea parental
y los clones mutantes. Esto esta en concordancia con las diferencias en los tamafios

tumorales registrados (fig 53).
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Figura 54: Efecto de la sobreexpresion del IGF-1R nativo o mutado sobre la proliferacion
celular en los tumores. Tres horas antes del sacrificio, se inyecté a los ratones una
solucion de BrdU por via intraperitoneal y posteriormente se disecaron los tumores para
la realizacion de la inmunohistoquimica. Se procesaron tumores y se contaron al menos
4000 células (nucleos) por tumor. Los resultados se expresan como proporcion de células
(nucleos) positivas sobre el total y se grafican como media + DS. (*p<0.05, ***p<0.001,
**%*p<0.0001 ANOVA, post- test de Tukey).

Caracteristicas histoldgicas de los tumores

El analisis histoldgico realizado mediante la tincién topogréafica de hematoxilina-eosina
muestra que los tumores desarrollados son sélidos y compuestos por células poliédricas
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con citoplasma amplio, eosinéfilo con ndcleos redondeados u ovales con cromatina laxa
con mas de un nucléolo notable. En forma focal se distinguen células con el nacleo
excéntrico similares a las células gigantes de los glioblastomas multiformes que se
desarrollan en humanos (fig 55, A-E).

Se realiz6 el estudio por IHQ para evaluar la presencia del IGF-1R, que pudo ser
detectada en todos los casos (fig 55). En general la expresién del IGF-1R fue
citoplasmética y difusa, distinguiéndose focalmente algunos nulcleos positivos. La
marca del revelado con DAB deja de manifiesto las diferencias en expresion del IGF-
1R, pudiéndose observar mas intensidad en los clones con mayor sobrexpresion del
IGF-1R (WT 50y Mut 50, paneles H y J), intensidad intermedia en los clones con menos
sobreexpresion (WT 5y Mut 5, G e I) y expresion mas leve en los tumores generados

por la linea parental U87 (panel F).

Figura 55: H&E e inmunomarcacion para IGF-1R. Los tumores desarrollados en los

ratones por todos los tipos celulares mostraron caracteristicas histoldgicas similares de
acuerdo a la coloracion de H-E (A-E). Estudio por IHQ para detectar la expresion del IGF-
1R (F-J). Linea parental U87 paneles Ay F, clon WT 5 paneles By G, clon WT 50 paneles C
y H, clon Mut 5 paneles D e I, clon Mut 50 paneles E y J. (Aumento: 40x).
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Por otro lado, realizo una evaluacion preliminar de la cantidad de células por 10 campos
en los tumores generados por las distintas lineas inyectadas. Este estudio piloto se
realizé por conteo de nucleos en igual nUmero de campos histolégicamente similares
para cada tumor utilizando el objetivo de 20x. Como se puede observar en la figura 56,
los tumores generados por el clon WT 50 presentan menor cantidad de células en
comparacion a los generados por el resto de las lineas celulares. Por otro lado, los
tumores generados por los mutantes (Mut 5 y Mut 50) son los que presentan mayor
namero de células, siendo esta diferencia significativamente mayor para los tumores

provenientes con menor sobreexpresion del IGF-1R mutado (Mutb).
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Figura 56: Estudio piloto del efecto de la sobreexpresion del IGF-1R nativo o mutado
sobre la cantidad de células. En cortes de tumores se contaron el numero total de nticleos
en 10 campos utilizando el aumento de 20x. Los resultados se expresan como la media en
la cantidad de nucleos totales contados por tumor + DS (***p<0.001, ****p<0.0001
ANOVA, post- test de Tukey).
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Las diferencias en la celularidad de los tumores no solo podrian deberse a un aumento
o disminucién en el tamafio celular, sino que también podrian estar generadas por un
aumento en la sintesis y secrecién de tejido conectivo. Para resolver este interrogante
se realizaron tinciones topograficas especificas en los tumores provenientes de las
diferentes lineas celulares que permitieron poner de manifiesto distintos componentes
del tejido conectivo. La tincibn de PAS pone de manifiesto las membranas basales,
principalmente subendoteliales, en color magenta. En la coloracién tricrobmica de
Masson se distinguen las fibras de colageno en color verde, y la impregnacién con plata
tine fibras reticulares de color negro. No se observaron entre los distintos grupos
tumorales diferencias significativas en el contenido ni disposicion del tejido de sostén
gue permitieran explicar una disminucién en el nimero de células por area (fig 58).
Teniendo esto en cuenta se puede asumir que las células del clon WT 50 tienen mayor
tamafio que el resto de las lineas celulares, ocurriendo lo inverso en los clones que

sobreexpresan el IGF-1R mutante.

137



Resultados, capitulo 2

Figura 58: Tinciones topogrdficas. Los tumores desarrollados en los ratones por todos los tipos
celulares mostraron caracteristicas histoldgicas similares en cuanto a la deposicion de
componentes de tejido conectivo. La impregnacion con plata tifie fibras reticulares de color
negro (paneles A,D,G,J y M). La coloracion de PAS pone de manifiesto las membranas basales
en color magenta (paneles B,E,H,K y N). En la coloracion tricrémica de Masson modificada se
distinguen las fibras de coldgeno en color verde (C,F,I,Ly O).

Linea U87 paneles A-C, clon WT 5 paneles D-F, clon Mut 5 paneles G-I, clon WT 50 paneles J-L,
clon Mut 50 paneles M-O. (Aumento: 40x).
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La poblacién de pacientes pediatricos con tumores de SNC que ingresaron en
este protocolo de investigacién result6 homogénea con respecto al sexo, y las
frecuencias tumorales encontradas estuvieron de acuerdo a lo esperado por la
bibliografia para este grupo etario (109). Los gliomas fueron los tumores mas
representados, y dentro de estos predominaron los de bajo grado.

El estudio molecular realizado para evaluar la expresién de los componentes del
sistema de los IGFs mostré que en algunos casos no todos los genes propuestos
pudieron ser amplificados. Aun asi, no se registraron muestras donde no pudiera
amplificarse ninguno de ellos. El gen menos representado dentro de los tumores
estudiados fue el IGF-1. Por otro lado, el IGF-2 resulté el gen mas variable, lo que podria
implicar que este gen podria estar regulado de una manera diferente y tener
implicancias en las diversas patologias incluidas. Previamente ha sido descripta la
sobreexpresion del IGF-2 en diversos tipos de cancer como mama, ovario, y leucemias
mieloides entre otros (174-176). Se propone que una de las causas de la misma podria
ser la pérdida del imprinting del gen de IGF-2 materno, que comienza a expresarse
aumentando los niveles locales de dicho factor y favoreciendo de esta manera la
transformacion celular (8).

Como ya se describié previamente, el IR puede presentarse en dos isoformas, la
isoforma A, a la cual puede unirse el IGF-2 desencadenando efectos mitogénicos, y la
isoforma B, que cumple efectos metabdlicos al unir insulina. La diferencia entre las
mismas es la exclusiéon del exén 11, que contiene 33 pb, en la isoforma A, (13), por lo
cual la Unica manera de identificarlos es mediante la técnica de PCR en tiempo final,
como fue realizado en el presente trabajo. La expresion de la isoforma A fue
predominante en todas las estirpes de tumores del SNC analizadas. Esto esta en

concordancia con que la isoforma A del IR suele estar sobreexpresada sobre la B en
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distintos tipos de cancer como de mama, colon y pulmén, llegando a tener una la
relacion del 93 % de sobreexpresion en tumores de SNC (14).

Los gliomas son el grupo mas numeroso dentro de los tumores pediatricos de SNC,
alcanzando entre el 40 y 50 % de los mismos (114). Por otro lado, en estudios realizados
previamente por nuestro grupo de trabajo, se ha podido determinar que dentro de todos
los tumores de SNC los gliomas son los Unicos que presentan marcacion nuclear,
ademds de citoplasmatica, para el IGF-1R detectada por IHQ (177). Por todo esto se
decidi6 continuar el estudio analizando unicamente los gliomas, de bajo y alto grado.
La patologia de los pacientes con gliomas de alto y bajo grado difiere sustancialmente,
al igual que su sobrevida. Los gliomas de bajo grado son mucho més frecuentes y los
pacientes llegan a un 90 % de sobrevida a los 10 afos (114). Por el contrario, los
gliomas de alto grado comprenden menos del 20 % de los tumores de estirpe glial en
pediatria, con una tasa de sobrevida que depende del grado de reseccién tumoral. Si
la misma es mayor al 90 % la sobrevida libre de enfermedad a 5 afios es del 35%,
mientras que si fue subtotal, la sobrevida baja al 17% (178).

En la poblacién analizada en el presente trabajo, como era de esperar, se observa el
predominio de gliomas de bajo grado respecto de los de alto grado. En todos los casos
se analizd la expresion de los genes IGF-1, IGF-2, IGF-1R e IR clasificando a los
gliomas segln los criterios de malignidad de la OMS (111), basados en las
caracteristicas histolégicas y moleculares de los mismos. De esta manera los tumores
fueron separados en 2 grupos, de bajo (grados | y Il) y alto grado (grados Il y 1V). El
analisis determin6 que la expresiéon de IGF-2 fue mayor en los gliomas de bajo grado.
En estudios previos de nuestro grupo de trabajo, en los cuales la expresion de los genes
del sistema de los IGFs fue analizada segun el seguimiento clinico clasificando los
pacientes en vivos con y sin enfermedad o fallecidos, se pudo determinar que los

tumores provenientes de los pacientes vivos con enfermedad tienen mayor expresion
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de IGF-2 que los tumores de aquellos pacientes libres de tumor, con una media de
seguimiento de 3 afios (179). Debido a que las muestras son tomadas al momento de
la cirugia, estos hallazgos permiten proponer que la evaluacion de los valores de IGF-
2 podria ser de utilidad para diferenciar entre los pacientes con glioma de bajo grado
gue continuaran o no con tumor 3 afios después de la cirugia.

Como fue descripto previamente, para mediar sus acciones bioldgicas el IGF-2 ademas
de unirse al IGF-1R puede hacerlo con la isoforma A del IR (IRa) y con el hibrido
formado por estos dos receptores (180). Las acciones del IGF-2 a través del IRA son
diferentes a las acciones de la insulina a pesar de unirse al mismo receptor: mientras
los efectos de la insulina son metabdlicos, los desencadenados tras la unién del IGF-2
son de tipo mitogénico (13).

La desregulacion en la expresion del IGF-2 ha sido descripta en mdultiples tumores
humanos, siendo la pedida del imprinting de este gen una causa comun en cancer de
mama (174), eso6fago (181), ovario (175), colon (182) y leucemia mieloide aguda (176).
Por otro lado, las acciones del IGF-2 se ven favorecidas por el aumento en la expresion
de IRa por sobre el IRg observada en varios tipos tumorales, incluidos los tumores de
SNC (14). Teniendo en cuenta estos antecedentes y los resultados del presente trabajo
no deberia descartarse un rol para el circuito IGF-2/IRA en la fisiopatologia en los
gliomas de bajo grado, que podria estar contribuyendo a la persistencia del tumor.

Por otro lado, asi como el IGF-2 resulté tener mayor expresion en los tumores de bajo
grado, la expresion del IGF-1 fue mayor en los gliomas de alto grado. Estos resultados
permitirian proponer que el circuito IGF-1/IGF-1R esta mayormente representado en los
glioblastomas, adquiriendo un papel predominante en esta patologia. Es por esta razén
gue se decidié modelar, sobre una linea celular de glioblastoma humano en cultivo, los
efectos de la sobreexpresion del IGF-1R y su respuesta al estimulo con rhiIGF-1,

poniéndole mas énfasis a este circuito.
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Si bien al estudiar los niveles de expresion del IGF-1R en gliomas de alto y bajo grado
no se evidenciaron diferencias, estudios previos de nuestro grupo de trabajo mostraron
gue la localizacion nuclear de dicho receptor se asocia a un mayor grado tumoral y una
menor sobrevida de los pacientes (177). En el presente trabajo se buscé modelar los
efectos de la localizacion diferencial del IGF-1R en una linea celular de glioblastomas
para tratar de explicar las diferencias observadas en la evolucion a largo plazo de los
pacientes.

Para el modelado in vitro se utilizé la linea celular de glioblastoma humano U87. Esta
linea celular representa un buen modelo ya que presenta una baja expresion de IGF-
1R (128,183) y permite manejar la sobreexpresion tanto del IGF-1R en su forma nativa
como mutada de mejor manera. Por otro lado, si bien esta linea celular deriva de un
glioma de grado IV de un individuo adulto, varias caracteristicas asemejan el modelo a
los gliomas pediatricos. Entre ellas podemos mencionar que las U87 presentan una
mutacion inactivante en la fosfatasa PTEN, que deja constitutivamente activada la via
de PI3K/AKT como ha sido descripto en la mayoria de los gliomas de alto grado
pediatricos (184,185). Por otro lado, si bien la mutacién en la enzima IDH se encuentra
en un alto porcentaje de los glioblastomas adultos, esta linea celular no presenta
mutaciones en dicho gen (186) lo cual esta en coincidencia con lo descripto por
Schiffman y colaboradores para gliomas de alto grado en pediatria (187).

En cuanto a los ligandos, los estudios de expresion a nivel de ARNm realizados por
PCR en tiempo real muestran que la expresion de IGF-2 es muy baja en las U87, no
pudiendo detectarse expresion de IGF-1. Esto habia sido publicado previamente (132)
y favorece el uso de esta linea celular como modelo de estudio, ya que permite atribuir
los efectos observados bajo estimulo de rhIGF-1 solo al factor exdgeno agregado y no

a la produccion de IGFs por parte de las mismas células.
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En ultimo lugar, el estudio de la expresidn de las isoformas del IR en las U87 mostré un
patrén similar al observado en los tumores pediatricos estudiados, con clara
predominancia de la isoforma A. Estos Ultimos resultados apoyan una vez mas el uso
de esta linea celular como un buen modelo para el estudio de los glioblastomas
pediatricos.

Cuando se estudia la sefializacién en respuesta a estimulos cortos de rhIGF-1 se puede
observar tanto la fosforilacion especifica del IGF-1R como la activacion de las vias
intracelulares relacionadas con el receptor como lo son la via de AKT y la de las
MAPK42-44 y MAPK P38. En el caso de AKT, la activacion es estimulo-especifica, sin
embrago, en las vias de la MAPK 42-44 y MAPK P38 parece existir una activacion
constitutiva, ya que las mismas se encuentran en su forma fosforilada adn en
condiciones basales. Este fendmeno ya ha sido descripto para la linea celular U-87 MG,
y se atribuye a la mutacién en la enzima PTEN, que no permite que el IGF-1 estimule
la via de las MAPK. Los autores describen que cuando se reestablece la expresion de
PTEN funcional, se recupera la sensibilidad al IGF-1 como respuesta en esta via en
diferentes tipos celulares (135). Por otro lado, se propone que el estimulo con IGF-1
puede activar la via de AKT, al igual que se observa en el presente trabajo.

Al estimular las células durante periodos mas largos con rhiGF-1 se pudo observar la
translocacion del IGF-1R enddgeno de las U87 hacia el nucleo celular. El tiempo de
estimulo elegido fue de 8 h, utilizado previamente por Sehat y colaboradores como el
momento donde se evidenciaba la mayor translocacion (71). Este resultado estaria
indicando que las células U87 poseen la maquinaria necesaria (enzimas y transporte)
para permitir la translocacion del IGF-1R al nucleo celular.

Se verificaron los niveles de sobreexpresion en los clones generados a partir de la
transfeccion del vector conteniendo la secuencia madura del IGF-1R como proteina de

fusién con la proteina fluorescente verde (vector IGF-1R-GFP) y se seleccionaron 2
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clones con sobreexpresion distinta para estudiar posibles fenotipos. No se detect6 en
ninguno de los clones, cambios en la expresion de los ligandos IGF-1 e IGF-2 respecto
de los encontrados en la linea parental. No ocurrioé lo mismo con el IR, que se mantuvo
sin diferencias en el clon WT 5, pero se vio drasticamente disminuido en el clon WT 50.
Esta disminucién en la expresion del IR se podria atribuir a la alta sobreexpresion del
IGF-1R. Dicha disminucion no invalida los resultados obtenidos utilizando el inhibidor
dual OSI906, ya que como la expresion del IR es baja en comparacion a la de IGF-1R,
los mecanismos estimulados por el rhiIGF-1 deben desencadenarse a través del
receptor especifico.

También se verificd que la proteina de fusion GFP- IGF1R diera origen a receptores
funcionales. En ambas lineas, WT 5 y WT 50, se pudo demostrar la fosforilacién del
IGF1R luego de un estimulo con IGF-1 por tiempos cortos y que la sobreexpresion del
IGF-1R recupera la sensibilidad de la via de las MAPK 42-44 a dicho estimulo. Con
estos clones se determing, ademas, la dosis a usar del inhibidor OSI906 que permite el
bloqueo de la fosforilacion del IGF-1R y devuelve los niveles de fosforilacion de la AKT
y MAPK42-44 a los valores observados para las condiciones de cultivo basales.

Por otro lado, la traslocacion del IGF-1R al nacleo celular, luego de 8 h de estimulo con
rhiIGF-1, fue observada mediante el estudio de la fluorescencia de la GFP que se
encuentra fusionada al receptor. La intensidad de la sefial, como era esperado, fue
mayor en los clones con 50 veces de sobreexpresion del IGF-1R. Cuando las células
fueron pre-incubadas con el inhibidor OSI906, se observa que la localizacién nuclear
del IGF-1R disminuye. Esto demuestra que es necesaria la fosforilacion del IGF-1R
para la posterior translocacién, como ya ha sido publicado previamente (70).

Para modelar las células con el IGF-1R que no tiene capacidad de translocar al nacleo
se realiz6 mutagénesis dirigida sobre el vector conteniendo la secuencia del receptor

acoplado a GFP, mutando los tres residuos lisinas susceptibles de SUMOilacion
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necesarias para que el IGF-1R pueda migrar al nacleo (71). Para este fin las lisinas de
las posiciones 1025, 1100 y 1120 de la proteina madura fueron reemplazadas por
argininas. Estos dos son aminodacidos basicos, que difieren muy poco en su estructura,
por lo que se esperaria que no haya grandes cambios en la estructura tridimensional
de la proteina. Los aminoacidos en cuestion se encuentran en el dominio tirosina
quinasa de la subunidad 8 del IGF-1R, sin embargo en la bibliografia se cita que el
cambio de uno por otro no perjudica la capacidad de autofosforilacion del receptor (71).
En el presente estudio se demuestra la funcionalidad del IGF-1R mutado ante estimulos
cortos con rhiIGF-1, observandose solo fosforilacion del receptor en las condiciones
adecuadas y ademas conservando la capacidad de activar las vias de sefializacion de
AKT y MAPK42-44. Por otro lado, se corroboré el efecto especifico de la mutacién de
las lisinas 1025, 1100 y 1120 al estimular las células durante 8 h con rhiIGF-1 y no
observar translocacién del receptor al nicleo celular.

Los clones con expresion del IGF-1R mutado, Mut 5 y Mut 50, fueron elegidos en base
a los niveles de sobreexpresién de los clones WT 5y WT 50, para contar con células
gue solo difieran en la capacidad del receptor de migrar al ndcleo, pero no en el nimero
de receptores por célula, y de esta manera poder atribuir los efectos observados solo a
la translocacion.

De los experimentos de proliferacion celular se puede observar que cuando las células
se cultivan en un medio suplementado con SFB, el crecimiento resulta sostenido y de
manera exponencial. Se registra una menor velocidad de crecimiento para los clones
gue sobreexpresan 50 veces mas el IGF-1R tanto en su forma nativa como mutado.
Esto podria deberse al efecto deletéreo que tiene la sobreexposicion a factores de
crecimiento que ya ha sido descripta tanto para los IGFs como para otros factores (12).
En cuanto al estimulo especifico con IGF-1, si se lo compara con las condiciones

basales de cultivo, no se observa un aumento en la proliferacion para ningun tipo
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celular. En relacion con este resultado, tampoco se encontraron aumentos en la
expresion de la ciclina D1 ante el estimulo con IGF-1. En la bibliografia se ha descripto
gue uno de los efectos del IGF-1R en el nucleo celular es su asociacion con un factor
de transcripcién especifico, LEF1, que termina por incrementar la sintesis de genes
especificos como por ejemplo la ciclina D1 (77). Por otro lado, estudios previos de
nuestro grupo han encontrado una mayor expresion de ciclina D1 en tumores donde el
IGF-1R presentaba marca nuclear por IHQ (177). La falta de aumento en la expresion
de ciclina D1 en el presente trabajo podria deberse a que las células fueron cultivadas
en un medio en el cual el Unico factor suplementario era el IGF-1. Es posible que para
gue se registre un aumento en la expresion de esta ciclina y por consecuencia un
avance en el ciclo celular sea necesaria la presencia no solo del IGF-1R con localizacién
nuclear, sino también de otros factores de crecimiento.

La caspasa 3 es una de las principales ejecutoras de la apoptosis celular, es producida
como un zimégeno inactivo (caspasa 3 total) que se activa mediante protedlisis dando
lugar a subunidades de menor peso molecular (caspasa 3 activa) (188). En el presente
trabajo, al no registrar cambios en la expresion de la caspasa 3 total se puede asumir
gue la misma no se esta activando, lo cual sugiere que la apoptosis no estaria regulada
por el estimulo con IGF-1. El factor de crecimiento no estaria ejerciendo, en las
condiciones de cultivo estudiadas, uno de sus conocidos efectos como protector de la
apoptosis (14,189).

El sistema de los IGFs tiene distintos efectos a la hora de promover la migracién de las
células tumorales. Se sabe que el IGF-1R es capaz de modular el complejo de E-
cadherina regulando la adhesion diferencial en células de cancer de mama (190).
Ademas, puede regular la produccién de MMP-2 y su activador MMP-14, enzima
esencial para degradar la MEC durante el proceso migratorio (191). Por otro lado, se

han descripto conexiones entre las vias de sefalizacion del proceso de transicion
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epitelio mesenquimal (EMT) y la via del IGF-1R, que actuarian favoreciendo el cese de
expresion de marcadores epiteliales para dar lugar a la expresiéon de marcadores
mesenguimales como la vimentina y N-cadherina (192). En cuanto a la migracién celular
en los gliomas en patrticular, es sabido que las células de los tumores gliales que se
originan en los nervios Opticos pueden invadir el hipotalamo siguiendo las radiaciones
Opticas hasta llegar a la corteza occipital (193). Sin embargo, es importante tener en
cuenta que estos tumores solo metastatizan por liquido cefalorraquideo, y no por vias
sanguinea o linfatica, por lo cual pueden solo diseminarse dentro del SNC. Las
metastasis fuera del SNC son muy raras para estos tipos tumorales (194).

En el presente trabajo se observo un aumento en la migracion celular solo en los clones
con sobreexpresion del IGF-1R nativo luego del estimulo con IGF-1 durante 36 h. Esto
estaria indicando que la baja expresion enddgena del IGF-1R en la linea parental (128)
no es suficiente para inducir la migracién. Los clones con sobreexpresion del IGF-1R
mutado tampoco mostraron aumento en la migracion en respuesta a IGF-1, por lo que
se puede asumir que no solo es necesario que la cantidad de IGF-1R en las células sea
mayor a la encontrada en la linea parental, sino ademas que el IGF-1R pueda translocar
al ntcleo para cumplir efectos especificos sobre la migracion.

Los IGFs tienen reconocidos efectos sobre el metabolismo celular, participando
activamente en la regulacion energética de las células tumorales (84). Se sabe que el
IGF-1 tiene efectos directos en la estimulacion de la via glucolitica mediante la via de
PI3K-AKT favoreciendo la produccion de energia en las células tumorales (84). En
particular se ha descripto en varios tipos celulares que el IGF-1, a través de su
sefializacion por el IGF-1R, aumenta la expresion del transportador de glucosa GLUT1
(85,195). Si el analisis se centra en el sistema nervioso central, se sabe que dentro de
los transportadores de glucosa el GLUT1 es el que esta presente en altas

concentraciones en la barrera hematoencefélica y en los astrocitos, mientras que el
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GLUT3 se expresa en neuronas y el GLUT5 en la microglia (169). Tanto GLUT1 como
GLUT3 se han encontrado sobreexpresados en un gran numero de tumores cerebrales
(196). En el presente estudio se observo un aumento en la expresion de GLUTL1 luego
de 24 h de estimulo con IGF-1 en todas las lineas celulares, pero el mismo fue mas
importante para los clones con sobreexpresion del IGF-1R en su forma nativa (clones
WT 5y WT 50). Se propone que dos efectos estarian ocurriendo en paralelo, por un
lado el aumento de expresion de GLUT1 podria estar estimulado por la via candnica
del IGF-1R que involucra su fosforilacién y la activacion de las vias de AKT y MAPK.
En relacion con este punto, en la bibliografia ya ha sido descripto que la expresion de
GLUT1 puede aumentar al activarse la via de AKT, que trae aparejado un incremento
en la expresiéon de HIF1a (197). Por otro lado, en los clones con sobreexpresion del
IGF-1R nativo que puede translocar al nucleo, podria estar ocurriendo un efecto aditivo
sobre el antes descripto y por eso en estos casos el aumento en la expresion de GLUT1
es mayor, y logra diferenciarse del observado para la linea parental.

El andlisis para la caracterizacion metabdlica se continu6 con la linea parental y los
clones que sobreexpresan 5 veces el IGF-1R en su forma nativa o mutada. Esta
eleccion se debe a que los niveles de expresion del IGF-1R en los gliomas pediatricos
de alto grado fueron similares a los presentados por los clones con menor
sobreexpresion (5 veces). La comparacion de dichos niveles con los registrados en la
linea parental confirma una vez mas la baja expresion del IGF-1R en las células U87
(128). Por lo tanto, el uso de los clones con 5 veces de sobreexpresion del IGF-1R
nativo o mutado es el modelo que més se acerca a lo observado en la poblacion
pediatrica estudiada.

Para continuar con el estudio del metabolismo se focaliz6 en las dos principales vias
por las cuales las células tumorales, en particular las de glioma, pueden obtener energia

(118). La glucosa que entra en las células es metabolizada por la via glucolitica hasta
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piruvato, que luego es procesado por la enzima LDH para formar lactato (34). Este
proceso que se da en las células normales, solo cuando los niveles de oxigeno son
bajos (glucélisis anaerébica), comienza a tomar importancia en el metabolismo de las
células cancerigenas que lo llevan a cabo en condiciones de normoxia (glucolisis
aeroébica) y se lo conoce como efecto Warburg. De esta manera se logra regenerar el
NAD+ y permitir que la glucdlisis pueda seguir sucediendo (198). Se sabe que la
expresion de la enzima LDH estd regulada por mdltiples factores, tanto a nivel
transcripcional como postranscripcional (34). Dentro de estos reguladores, se pueden
nombrar el factor inducible por hipoxia HIF-1 (199), el factor de transcripcion c-myc
(200) y factores de crecimiento como el FGF a través de la activacion de su receptor de
tipo | (FGFR1) (201). En el presente trabajo se estudié la actividad de la enzima LDH
tanto en la linea U87 como en los clones con 5 veces de sobreexpresion del IGF-1R
nativo o mutado y se encontrd que esta enzima se encuentra reducida en las células
gue expresan el receptor mutante que no puede translocar al nucleo. Por otro lado,
luego del estimulo con IGF-1 se ve un aumento en la actividad enzimética en ambos
clones, WT 5y Mut 5, que no se observa en la linea parental. Estos resultados sugieren
por un lado, que es necesario que el IGF-1R pueda migrar al ndcleo celular para
mantener la actividad de LDH en un nivel similar al de la linea parental. Este efecto
podria estar involucrando una regulacion en la expresion de la enzima LDH a nivel
transcripcional mediado directamente por el IGF-1R, o por algun factor de transcripcion
regulado por el mismo. Por otro lado, parece haber otro efecto que depende de la
sefializaciéon candnica del IGF-1R como receptor de membrana, y que se ve aumentada
en los casos de sobreexpresion del mismo, por eso es que el aumento en la actividad
enzimatica de LDH se observa en los clones y no en la linea parental cuando son
estimulados con rhIGF-1. En este caso la translocacion del IGF-1R al nucleo no resulta

imperativa ya que el efecto se da también en el clon mutante. Dicho efecto podria
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compararse al mediado por el FGFR1 que, al igual que el IGF-1R, es un receptor de
tipo tirosina quinasa (202).

El aumento en la actividad enzimética de la LDH observado luego del estimulo con IGF-
1 enrelacién a la actividad basal, es mayor en el clon Mut 5 que en el WT 5. Esto podria
deberse a que el clon expresando el IGF-1R en forma nativa ya posee una actividad
basal aumentada como fue discutido anteriormente y a este basal alto se suma el efecto
del estimulo con IGF-1. En el caso del clon Mut 5, donde no esta presente el efecto
generado por el IGF-1R en el nlcleo, la actividad basal de la LDH es menor, por eso el
estimulo con IGF-1 genera un cambio mas notable. Aun asi, no se llegan a alcanzar los
niveles de actividad enzimatica observados en el clon WT 5.

Para complementar el estudio de la actividad de la enzima LDH se estudio la produccion
de lactato por parte de las mismas células. En este caso, se observa una tendencia al
aumento en la produccion de lactato luego del estimulo con IGF-1 en los clones con
sobreexpresion del IGF-1R nativo o mutado que no es observada en la linea parental
U87. La tendencia observada es solo estadisticamente significativa para el clon
mutante, lo que estaria en relacion con el mayor aumento proporcional para la LDH
observado en el clon Mut 5. Es importante tener en cuenta que basalmente las células
de glioma tienen una produccién alta de ATP a partir de la glucdlisis, por lo que el lactato
producido es abundante a nivel basal (203). Es posible que la alta produccién de lactato
observada también en el presente trabajo dificulte la capacidad metodologica para
encontrar las diferencias de produccién bajo los distintos tratamientos.

El piruvato generado a partir de la glucélisis puede ingresar a la mitocondria donde es
decarboxilado para dar lugar a la formacion de acetil-Coa, paso mediado por el
complejo enzimatico de la piruvato deshidrogenasa (204). La actividad de este complejo
enzimatico esta principalmente regulado por las piruvato deshidrogenasa quinasas

(PDKs) que lo fosforilan e inactivan, y por las piruvato deshidrogenasa fosfatasas
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(PDPs) que lo desfosforilan para su activacién (205). Actualmente hay descriptas 4
isoformas de PDKs que estan expresadas de manera tejido especifica y difieren en su
cinética de activacion y su modulacion (206). En cuanto a las PDPs, hay 2 isoformas
descriptas que también difieren en su activacién (207).

Cuando se estudié el estado de fosforilacion del PDHc en el presente trabajo se
encontré que en el clon WT 5, que sobreexpresa el IGF-1R en forma nativa, la
fosforilacion enzimética en condiciones basales es menor que para la linea celular
parental y para el clon mutante. Por otro lado, ante el estimulo con IGF-1 por 24 h, si
bien la enzima pareceria estar mas activa (evidenciado como un descenso en su
fosforilacion) la diferencia de intensidad sigue siendo mayor para el clon WT 5.
Nuevamente se evidencian 2 procesos distintos, una activacién de la enzima PHD bajo
estimulo con IGF-1 sin necesidad de que el IGF-1R transloque al nucleo celular y una
necesidad del receptor en el nlcleo para la activacion de la enzima en condiciones
basales.

Se sabe que la insulina es capaz de activar el PDHc en tejidos con capacidad
adipogénica mediante el incremento de la forma desfosforilada del complejo (208) . Por
otro lado, se ha descripto que dichos efectos se ven completamente bloqueados tras el
uso de inhibidores que bloquean las vias de sefalizacion de AKT y ERK1/2 (209). No
se descarta que en este modelo estudiado esté ocurriendo algo similar luego de la
incubacién con IGF-1 que activa vias similares a las del IR. Esto permitiria explicar el
descenso en la fosforilacién del PDHc observado bajo estimulo de IGF-1 en todos los
casos estudiados. La disminuciéon basal en la fosforilacion del PDHc observada en el
clon WT 5 probablemente involucre mecanismos de regulacion sobre las PDKs o PDPs
a nivel genémico que necesitan ser estudiados con mayor detalle.

El acetil-CoA ingresa al ciclo de los acidos tricarboxilicos mediante su condensacion

con oxalacetato para dar citrato (210). Este compuesto en condiciones fisiol6gicas
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normales continda el ciclo dando lugar a la generacién de NADH y FADH2 que aportan
equivalentes de reduccién para la cadena respiratoria y asi se obtiene energia (211).
Como ya ha sido descripto previamente, en muchos tipos de células tumorales ocurre
una reprogramacién en el metabolismo que genera que el ciclo de los &cidos
tricarboxilicos deje de tener un papel central en la produccion de energia para cobrar
mayor importancia en la generacion de intermediarios que seran usados para distintas
vias anabdlicas (33). En relacion con este punto, el citrato generado puede salir de la
mitocondria y servir a la célula como precursor en la sintesis de acidos grasos. En este
caso, en el citoplasma se vuelve a generar acetil-Coa por la accién de la enzima ATP-
citrato liasa (ACL). El acetil-CoA es tomado por la acetil-CoA carboxilasa (ACC) para
generar malonil-CoA a partir del cual se sintetizan los acidos grasos de cadena larga
por la accion enzimética de la &cido graso sintasa (FAS) (212). La activacion
inapropiada de las vias de sefializacion en respuesta a factores de crecimiento, ya sea
por sobreexpresion de ligandos o receptores, o por activacion constitutiva de las
mismas, ha sido descripta previamente como responsable de la sobreexpresion de las
enzimas lipogénicas antes mencionadas (40).

Para estudiar el proceso de sintesis de lipidos en el presente trabajo se focalizé en su
altimo paso, que involucra a la enzima FAS. Se ha descripto previamente que las
células de glioma expresan esta enzima y que sus niveles se incrementan con la
malignidad tumoral (213).

En el presente estudio, si bien se detectd expresion de la FAS en todos los casos, esta
fue mayor en el clon con sobreexpresion del IGF-1R nativo, WT 5. El resultado indica
gue hay una activa sintesis de acidos grasos en las células, y que la misma se ve
levemente aumentada en respuesta al estimulo con IGF-1 en los dos clones que
sobreexpresan el IGF-1R, por lo cual la translocacién al nacleo del IGF-1R no seria

necesaria.
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Una vez sintetizados, los acidos grasos dentro de las células pueden seguir distintos
caminos. En una célula en crecimiento pueden ser utilizados para sintetizar fosfolipidos
gue formaran parte de las membranas celulares (212), o pueden ser metabolizados por
la via de la B-oxidacion para obtener energia (214). En células con una menor actividad
metabdlica pueden ser condensados con glicerol para formar triglicéridos que son
almacenados en forma de gotas lipidicas en el citoplasma celular como reserva
energética (215). Trabajos previos han descripto que los acidos grasos son sustratos
energeéticos criticos para las células de glioma y que los utilizan como fuente primaria
para producir energia (171). En cultivos celulares, donde las células de glioma no tienen
acceso a acidos grasos exégenos, los mismos pueden ser sintetizados mediante la
accion de la FAS y luego ser importados a la mitocondria para ser oxidados (216). La
inhibicion tanto de la sintesis de acidos grasos como de la B-oxidaciéon reduce la
proliferacion celular (171,217). En el modelo estudiado se observé que en condiciones
basales existe una mayor acumulacion de gotas de lipidos en el clon con el IGF-1R
mutante (Mut 5). Si bien en todos los casos luego del estimulo con IGF-1 la acumulacién
aumenta respecto de la condicién basal, la misma sigue siendo mucho mayor en el clon
Mut 5. Este resultado estaria indicando una menor actividad metabdlica en este tipo
celular, almacenando en el citoplasma celular los lipidos sintetizados. En cambio, para
el clon con sobreexpresion del IGF-1R en forma nativa (WT 5) se registré la menor
cantidad de gotas de lipidos, aun tras el estimulo con IGF-1. El estudio de la FAS
comprobd que hay sintesis de lipidos activa en este tipo celular, por lo cual, si los
mismos no se estan acumulados, es posible que se estén utilizando para la sintesis de
membranas y/o para obtener energia mediante el proceso de 3-oxidacion.

Teniendo en cuenta el resultado anterior, y suponiendo que las células con
sobreexpresion del IGF-1R capaz de translocar al nucleo (clon WT 5) tienen una mayor

actividad metabdlica, se estudié la funcionalidad del complejo proteico mammalian
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Target of Rapamycin (mMTORC) para su corroboracion. Este complejo integra sefiales
provenientes de factores de crecimiento con los niveles energéticos de la célula para
coordinar la maquinaria biosintética y el avance de la célula a través del ciclo celular
(218). Particularmente, el control de la sintesis proteica esta mediado por el complejo
MTORCL1 y la proteina adaptadora Raptor (219). Una vez activado el complejo, se
fosforilan las proteinas S6K1 en la tirosina 389 y 4E-BP1 en la serina 65 para iniciar la
traduccién y la sintesis de ribosomas respectivamente (220). Los factores de
crecimiento activan la via de mTORC1 mediante la via de sefializacion de PI3K-AKT, i
que fosforila e inhibe a TSC2, inhibidor del complejo (221), incrementando asi de
manera importante la fosforilacién de S6K1 y 4E-BP1 (222). En el presente trabajo se
describe una mayor activacion de mTORCL1, evidenciada por la fosforilacion de S6K,
para el clon WT 5, lo que indicaria que la tasa de sintesis proteica podria ser mayor
para este tipo celular y es concordante con el aumento en el metabolismo discutido
previamente.

Para finalizar con el andlisis in vitro se estudid si la mayor actividad metabdlica
observada para los clones con sobreexpresion del IGF-1R nativo, tenia efectos sobre
el crecimiento celular impactando en el tamafio de las células. Se midieron los
didmetros celulares tanto de la linea parental U87 como de las células con
sobreexpresion del IGF-1R nativo o mutado y se encontrd que este era
significativamente mayor para el clon WT 5. En relacion con los resultados anteriores,
es esperable que las células tengan un mayor tamafio celular siendo que estan
metabdlicamente mas activas, con mayor sintesis de lipidos que no se acumulan,
porque son utilizados para la sintesis de membranas o para la obtencion de energia
mediante la B-oxidacion, y donde la sintesis de proteinas también se encuentra
aumentada. En este caso en particular el sistema de los IGFs estaria actuando como

factor de crecimiento para las células y no como mitdgeno, ya que las mismas sintetizan

155



Discusion, capitulo 2

mayor cantidad de biomoléculas y crecen en tamafio, pero la proliferacién celular no
parece estar afectada.

Una vez que las células parentales o los clones con sobreexpresion del IGF-1R nativo
o mutado fueron inyectadas de manera subcutanea en ratones inmunodeficientes, en
todos los casos se observo desarrollo tumoral. El periodo de latencia para la aparicion
de tumores medibles fue menor para los clones WT y mayor para los clones con el IGF-
1R mutado en comparacion con la linea parental. En este escenario se descarta que la
aparicion mas rapida de los tumores se deba solo a los niveles de sobreexpresion del
IGF-1R y da pautas de la importancia que tiene la posibilidad del receptor de translocar
al nacleo celular.

En relacién con el resultado antes descripto, se observéd que los tumores desarrollados
por los clones WT alcanzan también un mayor volumen y tienen una mayor proliferacion
celular. Estudios previos realizados por Seely y colaboradores en los cuales células
U87 fueron inyectadas subcutdneamente en ratones inmunodeficientes, de manera
similar al presente estudio, muestran que el tratamiento de los ratones con un
anticuerpo bloqueante del IGF-1R inhibe el desarrollo tumoral en un 60%. Por otro lado,
en los casos en que los tumores aparecen, el tratamiento disminuye el crecimiento y
aumenta la apoptosis intratumoral (137). Estos resultados estarian destacando la
importancia de la sefializacion del IGF-1R para que los tumores puedan desarrollarse,
pero no hacen distincion en la localizacién intracelular del IGF-1R. Por otro lado, como
ya se describié previamente, trabajos de Warsito y colaboradores demuestran que el
IGF-1R en el nlcleo interactia con el factor de transcripcion LEF1, aumentando la
expresion de genes como la ciclina D1, que juega un importante papel en la progresion
del ciclo celular (77). Por ultimo, estudios realizados por nuestro grupo de trabajo
también encuentran una mayor expresion de la ciclina D1 en muestras de gliomas

pediatricos en los cuales IGF-1R presenta localizacion nuclear (177). Lo observado en
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el presente trabajo para tumores desarrollados por los clones WT en los cuales el IGF-
1R puede translocar al nucleo podria involucrar un cambio en la expresion de genes
gue promuevan el avance del ciclo celular, dentro de los cuales podria encontrarse la
ciclina D1, generando de esta manera una mayor proliferacion celular y, por ende, un
mayor crecimiento en los tumores.

Como fue descripto anteriormente, en el presente trabajo se estudié la proliferacion de
las lineas celulares in vitro y no se encontraron diferencias cuando fueron estimuladas
con IGF-1. Debe ser tenido en cuenta que en los estudios in vitro las células estaban
siendo cultivas con una concentracion muy baja de SFB y solo estimuladas con IGF-1
para focalizar en los efectos especificos de dicho factor. Esta situacion se modifica
ampliamente cuando las células son inyectadas en un animal, donde la disposicion de
factores de crecimiento, ademas del IGF-1, es inmensa. Una vez mas se plantea la
posibilidad de que el IGF-1 a través de su receptor esté actuando como factor de
crecimiento y no como mitdgeno, preparando a las células para multiplicarse de manera
mas eficiente una vez que otros factores con capacidad mitogénica estén presentes.
Ya habia sido observado en los estudios in vitro que las células de los clones WT tiene
mayor tamafio que las células de los clones mutantes. En los tumores es mucho més
dificil medir el tamafio celular, ya que en un preparado histolégico coexisten células con
distintas incidencias de corte, pudiendo dar un resultado que se aleja de la realidad.
Para intentar remediar este inconveniente se realizaron dos estudios complementarios;
por un lado, se registré el nUmero de células, mediante el conteo de nicleos, en un
namero fijo de campos en los diferentes tumores evaluados con el mismo aumento. Por
otro lado, se estudié mediante tinciones topogréficas la deposicion de tejido conectivo
en los distintos tipos tumorales. En cuanto al primer punto, si se los compara con los
tumores generados tras la inyeccion de la linea parental U87, se encontr6 que la

cantidad de nucleos es mayor en los tumores desarrollados por los clones mutantes. El
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analisis histologico de las tinciones topograficas demostré que no hay diferencias
significativas en la deposicion de componentes del tejido conectivo como
proteoglicanos, glicoproteinas, colageno o fibras reticulares cuando se comparan los
tumores generados por todas las lineas celulares en estudio. Por lo tanto, se podria
asumir que las células de los clones Mut 5 y Mut 50 tienen un menor tamafo dado que
no existen diferencias en la deposicion de matriz extracelular que justifiquen una mayor
separacion entre células y que se contabiliza una mayor cantidad de nucleos. Este
resultado confirma lo observado in vitro y resalta el papel necesario de la translocacion
del IGF-1R al nucleo celular para que las células tengan, ademas de un mayor

metabolismo, un mayor tamafio y mejor capacidad para proliferar in vivo.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

En resumen, la localizacién nuclear del IGF-1R actuaria in vitro aumentando la migracién y
el metabolismo, sin modificar la proliferacion celular. El aumento en la actividad metabolica
queda evidenciado por el aumento en la incorporacion de glucosa que es usado no solo
para la obtencidon de energia mediante glucolisis aerdbica, proceso que también se ve
beneficiado, sino para la produccién de intermediarios del ciclo de los &cidos tricarboxilicos
(CAT). Lo antes descripto permite ademas explicar la mayor produccion de acidos grasos
qgue son luego metabolizados en el proceso de B-oxidaciéon. El IGF-1R nuclear actuaria
favoreciendo la produccién de energia, en detrimento de la acumulacion de lipidos para
reserva y la energia producida podria ser utilizada en procesos como la sintesis proteica.
Las células con una mayor tasa metabdlica y mayor sintesis de componentes celulares, lo
gque explica su mayor tamafio, estarian preparandose para poder dividirse de manera mas
eficiente en un contexto favorable. Una vez inyectadas, en un contexto fisiolégico, con
presencia de variados factores de crecimiento, la ventaja metabdlica otorgada por la
capacidad del IGF-1R de migrar al nucleo celular da lugar a una mayor tasa proliferativa
gue lleva a que los tumores aparezcan antes y sean mas grandes.

Para concluir, se propone que la localizacién nuclear del IGF-1R podria contribuir a un
fenotipo mas agresivo en las células de glioblastoma al incrementar su motilidad y
metabolismo que permitiria explicar, al menos en parte, el comportamiento de estos

tumores de alto grado en la poblacién pediatrica estudiada, asociado a un peor prondstico.
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Figura 59: Efecto sobre el metabolismo celular de la translocacion del IGF-1R al nucleo
en células de glioblastoma humano. Se resumen los efectos observados in vitro en los
clones con sobreexpresion del IGF-1R en forma nativa. El aumento en la incorporacion de
glucosa, acompafiado por un aumento en el proceso de glucolisis aerdbica y un
incremento en la sintesis de lipidos y proteinas, tendria como efecto el crecimiento celular
y la preparacion para una mayor division celular en un contexto fisioldgico. AA:
aminodcidos, LDH: Lactato deshidrogenasa, PDHc: complejo de la piruvato
deshidrogenasa, FAS: dcido graso sintasa, CAT: ciclo de los dcidos tricarboxilicos.
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Conclusién general

El presente trabajo de tesis tuvo como objetivo caracterizar el papel del sistema
de los IGFs en diferentes etapas del proceso tumoral en dos modelos con importancia
en pediatria: el feocromocitoma, asociado con frecuencia a enfermedad endocrina

familiar y los gliomas, tumores solidos mas frecuentes en los nifios.

Si bien el feocromocitoma es un tumor poco frecuente en su forma esporadica, su
incidencia esté asociada hasta en un 40% a enfermedades hereditarias. Por otro lado,
es un tumor que puede ser maligno en un 5-25%. Estudios previos de nuestro grupo de
trabajo han demostrado la sobreexpresion del IGF-1R en feocromocitomas malignos y
su valor prondstico para la sobrevida de los pacientes con esta enfermedad. Al modelar
este tumor in vivo e in vitro se ha destacado la importancia del IGF-1 como factor de
supervivencia en las células feocromocitoma. En esta oportunidad nos interesamos en
el estudio del IGF-1R presente en las células que componen el microambiente tumoral.
Nuestros resultados in vitro e in vivo demuestran que en las etapas tempranas del
establecimiento tumoral la deficiencia del IGF-1R resulta perjudicial para las células de
feocromocitoma, a través de la regulacion de factores solubles y componentes de la
matriz extracelular importantes para la supervivencia del tumor. Estos hallazgos ponen
de manifiesto, una vez mas, la gran importancia de considerar a los tumores como

drganos o tejidos complejos a la hora de plantear posibles terapias para su tratamiento.

Por otro lado, los tumores de SNC son los tumores soélidos de mayor frecuencia en
pediatria, siendo los gliomas el grupo mayoritario. Si bien se sabe que la activacion del
sistema de los IGFs contribuye a la progresion de este tipo tumoral existe poca
informacion que focalice en el estudio de la patologia en edad pediatrica. Nuestro grupo
de investigacion, en un estudio que lleva incluidos mas de 100 pacientes, ha
demostrado que en gliomas la localizacion nuclear del receptor IGF-1R se asocia a un

mayor grado tumoral y una menor sobrevida de estos pacientes.

162



Conclusién general

En el presente trabajo se caracterizé la expresion de los genes del sistema de los IGFs
en tumores de SNC de pacientes pediatricos y se puntualizé su estudio en gliomas,
separando a los mismos segun grados de malignidad. Nuestros resultados muestran
una mayor expresion de IGF-1 en gliomas de alto grado, remarcando la importancia del
circuito IGF1R/IGF1 en dicho grupo tumoral. Por otro lado, la caracterizacion in vitro
de la localizacion diferencial del IGF-1R en una linea celular de glioblastoma humano
demostré que la localizaciéon nuclear del IGF-1R podria contribuir a un fenotipo mas
agresivo en las células al incrementar su motilidad y metabolismo, lo cual se manifiesta
in vivo en la aparicion de tumores mas tempranamente y de crecimiento mas rapido en
nuestros grupos experimentales. En un contexto mas cercano al fisiologico la ventaja
metabdlica facilitaria que las células puedan dividirse de manera mas eficiente, formado
tumores mas agresivos. Estos resultados permitirian explicar, al menos en parte, el
comportamiento de estos tumores de alto grado en la poblacién pediatrica estudiada,

asociado a un peor pronéstico.

Para finalizar, considerado en su conjunto, la realizacion de este trabajo de tesis de
estas caracteristicas permitié la articulacién entre grupos de investigacién basica con
actores abocados a la atencién clinica, consolidando de esta forma el objetivo de

investigacion basica traslacional.
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Resumen

La carcinogénesis es un proceso de multiples pasos por el cual células normales se
transforman en células tumorales. Las sefales que facilitan estos procesos estén lideradas
en su mayoria por factores de crecimiento que actlan sobre receptores especificos
regulando la progresion del ciclo celular y crecimiento e influenciando también su
metabolismo y supervivencia. La interaccion de las células tumorales y las células del
estroma tumoral esta involucrada tanto en el establecimiento como en la adquisicion de
determinadas caracteristicas como invasividad y capacidad de generar metéstasis. Por lo
tanto, los cambios patolégicos que se dan en el microambiente son tan importantes para
el progreso de la enfermedad como las caracteristicas de la célula tumoral en si.

Los factores de crecimiento insulino-similes (IGFs) son polipéptidos relacionados
estructuralmente con la Insulina, que juegan un papel importante en la regulacion de la
proliferacion celular y en la inhibicidn de la apoptosis. La disrupcién del balance entre los
distintos componentes del sistema de los IGFs y su vinculacién con el crecimiento,
mantenimiento y progresion tumoral ha sido demostrada en diferentes tipos tumorales y
se ha sugerido que dicho sistema tendria un rol en las etapas tempranas de transformacién
celular y carcinogénesis. La importancia del sistema de los IGFs en la iniciacién, progresion
y metastasis tumoral ha sido también confirmada mediante estudios utilizando animales
modificados genéticamente.

El objetivo del presente trabajo de tesis fue caracterizar el papel del sistema de los IGFs
en diferentes etapas del proceso tumoral en dos modelos con importancia en pediatria.
Nuestra hipoétesis es que el sistema de los IGFs tiene un papel en el desarrollo tumoral
tanto a nivel del establecimiento inicial del tumor como en su crecimiento y progresion.
Para el estudio de las primeras etapas del establecimiento tumoral nos interesamos en el
circuito local del IGF-1/ IGF-1R en las células que componen el microambiente tumoral

en un modelo de feocromocitoma. Para el estudio del crecimiento y progresion tumoral nos
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enfocamos en los efectos de los IGFs en las células tumorales, particularmente en
tumores de sistema nervioso central.

El feocromocitoma es un tumor asociado con frecuencia a enfermedad endocrina familiar.
Estudios previos de nuestro grupo de trabajo han demostrado la sobreexpresion del IGF-
1R en feocromocitomas malignos y su valor pronéstico para la sobrevida de los pacientes
con esta enfermedad. Estudios in vivo e in vitro demostraron la importancia del IGF-1 como
factor de supervivencia en las células del feocromocitoma. En esta oportunidad
estudiamos el IGF-1R presente en las células que componen el microambiente tumoral.
Nuestros resultados in vivo, utilizando un modelo murino generado por la inyecciéon de
células de feocromocitoma (MPC) en ratones haploinsuficientes para el IGF-1R, muestran
gue la incidencia de tumores en estos ratones disminuye y la aparicion tumoral se ve
retrasada. Una vez establecidos, la proliferacion, apoptosis y vascularizacion de estos
tumores no varia respecto de los generados en ratones control. In vitro, se cultivaron los
fibroblastos de ratones controles y haploinsuficientes para el IGF-1R para generar medios
condicionados y matrices diferenciales con los que se cultivaron las células MPC.
Encontramos que la proliferacion celular fue menor cuando las MPC eran cultivadas con
medios condicionados o0 matrices diferenciales provenientes de fibroblastos
haploinsuficientes para el IGF-1R. El estudio molecular permitié confirmar en estos
fibroblastos la diminucion en la secrecion de factores solubles, IGF-1 e IGFBP2, y de
fibronectina como factor de matriz, la cual se asocié a la disminucién en la expresion de
integrinas en las células MPC. Nuestros datos sugieren que el IGF-1, a través del IGF-1R
estaria involucrado en las etapas tempranas del establecimiento tumoral, contribuyendo al
anclaje y sobrevida de las células MPC mediante la interaccién con factores de solubles y
de matriz producidos por los fibroblastos del microambiente.

Por otro lado, los tumores de SNC son los tumores sélidos de mayor frecuencia en

pediatria, siendo los gliomas el grupo mayoritario. Nuestro grupo ha demostrado que en
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gliomas la localizacién nuclear del receptor IGF-1R se asocia a un mayor grado tumoral y
a menor sobrevida de estos pacientes. En el presente trabajo se caracterizé la expresion
de los genes del sistema de los IGFs en tumores gliales de pacientes pediatricos
separandolos segun grados de malighidad. Encontramos una mayor expresion de IGF-1
en tumores de alto grado, lo que podria estar indicando un papel preponderante del circuito
IGF-1/IGF-1R en esta patologia.

En un enfoque experimental se realiz6 la caracterizacion in vitro de la localizacion
diferencial del IGF-1R en una linea celular de glioblastoma humano y se demostr6 que la
localizacién nuclear del receptor no modifica la proliferacién ni apoptosis de estas células,
pero si incrementa su motilidad y metabolismo. La mayor tasa metabdlica queda
evidenciada por el aumento en la expresion del transportador de glucosa GLUT1, aumento
en la entrada de piruvato a la mitocondria y el aumento en la sintesis de acidos grasos.
Por otro lado, en las células con IGF-1R nuclear se observa una baja acumulacion de los
lipidos sintetizados, por lo que se asume que estos son oxidados para obtener energia que
es luego utilizada en procesos como la sintesis de proteinas, que también se encuentra
aumentada. La ventaja metabdlica queda manifestada in vivo con la aparicién de tumores
mas tempranamente y de crecimiento mas rapido en los casos en que el IGF-1R puede
traslocar al nucleo. Estos resultados permitirian explicar, al menos en parte, el
comportamiento de estos tumores de alto grado en la poblacion pediatrica estudiada,

asociado a un peor pronostico.
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ARN Secuencia del cebador (5'-3") Conc (nM) Tm (°C) Tamaiio (bp)
IGF-1R f: AGTCTGCGGCGATGAAGAGAAGAA 900 59.9 216
r: AAGGACAAGGAGACCAAGGCATGA 900 60
TGF B f: CTAATGGTGGACCGCAACAAC 600 59.8 147
r: TAATCTCTGCAAGCGCAGCTC 600 61.07

IGF-1 f: CACATCATGTCGTCTTCACACC 900 59.59 220
r: GGAAGCAACACTCATCCACAATG 900 60.37

coL | f. CATGACCGATGGATTCCCGTTC 600 61.38 140
r: AGGCTACGCTGTTCTTGCAGTG 600 63.36

ELN f: GAAAGCCTGGGAAAGTTCCTGGTG 900 63.88 133
r: TTGGCTTTGACTCCTGTGCCAGTG 900 65.59

POSTN f: CCATGTTTATGGCACGCTGG 600 59.9 249
rr CCGTGTTTCAGGTCCTTGGT 600 60.18

TNC f: GTTTGGACCGCAGAGAAGAA 900 58.12 342
rr TGTCCCCATATCTGCCCATCA 900 60.7

FN f: CGGTGGCTGTCAGTCAAAG 900 58.76 130
r: AAACCTCGGCTTCCTCCATAA 900 59.09

HPRT f: AGTTCTTTGCTGACCTGCTG 900 58.4 127
rr TTTATGTCCCCCGTTGACTG 900 57.52

ITG aV f: CACGTCCTCCAGGATGTTTCTC 900 60.68 130
r: AAACTCAATGGGCTGGCACC 900 61.19

ITG B1 f: TCCCAAGTTTCAAGGGCCAA 900 59.74 126
rr TCCTGTGCACACGTGTCTTT 900 60.11

ITG B3 f: TTGGCCTTGCTACTCTGCTC 300 60.04 114
rr GGTTGTTTGCTGTGTCCCAC 300 59.9

Tabla suplementaria 1: secuencias de cebadores para detectar expresion de genes en
muestras de raton (fibroblastos o lineas celulares). Se informa la concentracion en la que
fueron usados, temperatura de “melting” para cada uno y longitud en pares de bases (pb)
de los fragmentos amplificados en cada caso.
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ARN Secuencia del cebador (5'-3") Conc (nM) Tm (°C) Tamaiio (bp)

IGF-2 f: GGACACCCTCCAGTTCGTCT 900 61.69 171
rr GACACGTCCCTCTCGGACT 900 60.67

IGF-1 f: CAGCAGTCTTCCAACCCAAT 300 58.08 197
r: CCCTGTCTCCACACACGAAC 300 60.60

IGF-1R f: GCAACCACGAGGCTGAGAAG 300 61.29 100
rr GTCACTGGCCCAGGAATGTC 300 61.29

IR f: CAGGACCTGCACCACAAATG 900 59.40 197
r: GTCACCGAGTCGATGGTCTT 900 59.47

GLUT 1 f. GGTTGTGCCATACTCATGACC 900 59.74 66
r: CAGATAGGACATCCAGGGTAGC 900 60.11

TBP f: GATCAAACCCAGAATTGTTCTCC 900 57.68 134
rr ATGTGGTCTTCCTGAATCCCTTT 900 59.67

Tabla suplementaria 2: secuencias de cebadores para detectar expresion de genes en
muestras humanas (tumores o lineas celulares). Se informa la concentracion en la que
fueron usados, temperatura de “melting” para cada uno y longitud en pares de bases (pb)
de los fragmentos amplificados en cada caso.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL ADOLESCENTE (13 a 17 aios) con asistencia de padres

PROTOCOLOQ: SISTEMA DE FACTORES DE CRECIMIENTO INSULINO-SIMILES EN LESIONES
OCUPANTES DE ESPACIO DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL EN PACIENTES PEDIATRICOS:
CORRELACION CLINICO-PATOLOGICA

Investigadores Principales: Dra Florencia Clément, Dra. Patricia Pennisi.

Las lesiones ocupantes de espacio del Sistema Nervioso Central son relativamente
frecuentes en los nifios a pesar de lo cual, en la mayoria de los casos, todavia no se sabe por
gué se desarrollan.

Los investigadores que estudian esta enfermedad han descubierto que unas proteinas
llamadas factores de crecimiento insulino-similes participan en el crecimiento de las lesiones

ocupantes de espacio del cerebro.

Lo que nosotros queremos conocer con el estudio en el que te invitamos a participar es
si las células que forman estas lesiones cerebrales de los nifios, tienen estas proteinas, en qué
cantidad las producen y si esto tiene relaciéon con la gravedad de la enfermedad. Con estos
conocimientos quiza en el futuro podamos encontrar nuevos tratamientos para otros nifios que

tengan la misma enfermedad.

Si decidis participar de este estudio lo Unico que nosotros haremos sera tomar un
pedacito del tejido (muestra) en el momento en que los neurocirujanos te lo saquen. La muestra
sera procesada en nuestro laboratorio y la conservaremos en el mismo a -70 °C, durante un
periodo maximo de 20 afios, descartandose luego segun las normas vigentes. También
tomaremos un poco (1 cm?®) de la muestra de sangre que se toma para los analisis que se hacen
antes de la cirugia y la usaremos para medir los mismos factores de crecimiento que se estudian
en el tejido.

Después que te vayas de alta, nos informaremos de los resultados de los controles que realices
cada vez que vengas al hospital para saber cémo estas. Toda la informacién que obtengamos
de este estudio sera an6énima, o sea que nadie podra saber tu nombre. Para que sea andénima,
no la identificaremos con tu nombre, sino con un c4digo, que conocera solamente el investigador

responsable de este estudio.

Solicitamos tu autorizacion en presencia de tu/s Padre/Madre 6 representante legal a
quien/es también hemos informado sobre este estudio, para ingresarte como participante del
mismo. Tu participacién es voluntaria. Podés negarte a participar, o arrepentirte luego de haber
firmado y retirarte del estudio en cualquier momento que lo desees, asi como solicitar la
destruccion de las muestras de tejido extraidas. Esto no afectara en absoluto la atencion médica

que recibis.
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En caso de que aceptes participar, todos los resultados que se obtengan te seran
comunicados cuando lo solicites y podran ser publicados en revistas de reconocimiento cientifico.
Sin embargo, garantizamos que tu identidad permanecera reservada ya que la confidencialidad
de los datos se regira por la Ley 25.326 de Protecciéon de los datos personales, de Octubre del

Afio 2000. Si aceptas, te pedimos que firmes al final.

Muchas gracias!

Buenos Aires,.......... de .o 20....

Doy mi consentimiento en presencia de alguno de mis padres o representante legal.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PADRE, MADRE O TUTOR DE MENORES DE 13 ANOS

PROTOCOLO: SISTEMA DE FACTORES DE CRECIMIENTO INSULINO-SIMILES EN LESIONES
OCUPANTES DE ESPACIO DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL EN PACIENTES PEDIATRICOS:

CORRELACION CLINICO-PATOLGOGICA

Investigadores Principales: Dra. Florencia Clément, Dra. Patricia Pennisi.

. inf I

Las lesiones ocupantes de espacio del Sistema Nervioso Central son relativamente
frecuentes en la nifiez a pesar de lo cual, en la mayoria de los casos, todavia no se sabe por qué
se desarrollan. Su hijo/a padece una de estas lesiones y se le estan programando estudios para
indicar el tratamiento especifico. Dentro de estos estudios algunos van a ser realizados en el

tejido que se obtenga durante la cirugia para saber qué tipo de lesidn presenta su hijo/a.

Actualmente se estan investigando los factores de crecimiento insulino-similes, que son
una familia de proteinas que participan en la multiplicacion de las células tanto en los tejidos

normales como en los dafiados.

El objetivo del estudio en el que su hijo/a esta siendo invitado a participar es determinar
la existencia de estos factores de crecimiento insulino-similes en las lesiones ocupantes de
espacio del Sistema Nervioso Central de pacientes pediatricos, cuantificarlos y establecer si
existe una asociacién entre los mismos y la gravedad de la enfermedad al momento del
diagndstico y en su evolucién. Esto podria ser utilizado en el futuro para establecer parametros

prondsticos de la enfermedad, asi como nuevas alternativas de tratamiento.

Si Ud./Uds. decide/n que su hijo/a participe de este protocolo nosotros tomaremos, en el
momento de la cirugia, una muestra del tejido que se le extraiga (ademas de la que se envia a
Anatomia Patolégica), la cual procesaremos en nuestro laboratorio y conservaremos en el mismo
a -70 °C, durante un periodo maximo de 20 afios, descartandose luego segin las normas
vigentes para descarte de materiales bioldgicos. Por otro lado, de la muestra de sangre que se
toma para los andlisis de rutina antes de la cirugia, se separara una pequefa cantidad (1 cm3)

para medir los mismos factores de crecimiento que se estudian en el tejido.

Posteriormente realizaremos un seguimiento de la evolucién de su hijo, a través de los
controles habituales que se realizan a los nifios con esta patologia. La informacion se manejara
en el marco de una muestra relativa a personas identificables (Res. N° 595/MSGC/2014), es
decir que la misma sera codificada de manera que permita su decodificacién. Este estudio no
implica para su hijo ningln procedimiento extra, ni tiene costos adicionales para Ud. o su familia.
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Queremos aclarar que la aceptacion para participar en este estudio no es obligatoria, y

Ud./Uds puede/n negarse o habiendo firmado este consentimiento retirarse del estudio asi como

solicitar la destruccion de las muestras de tejido extraido en cualquier momento que lo desee/n.

Esto no afectara de manera alguna la atencién médica que su hijo/a necesite.

En caso de que acepte/n participar, todos los resultados que se obtengan le seran
comunicados, si usted/es asi lo solicita/n, y podran ser publicados en revistas de reconocimiento
cientifico. Sin embargo, garantizamos que su identidad permanecera reservada ya que la
confidencialidad de los datos se regira por la Ley 25.326 de Proteccion de los datos personales,
de Octubre del Afio 2000.

Este estudio ha sido aprobado por el Comité de Docencia y el Comité de Etica en Investigacion
de este hospital.

Si Ud. acepta que su hijo/a participe del mismo, rogamos que firme al pié, ratificando asi su
decision.

Ante cualquier duda puede comunicarse con:

Dra. Florencia Clément, Division de Endocrinologia, Tel: 4963-5931 o concurrir al  Comité
de Etica en Investigacion de nuestro hospital en Gallo 1330,
Muchas gracias!

CONSENTIMIENTO DE PARTICIPACION EN EL PROTOCOLO DE ESTUDIO:

YO/NOSOIIOS. ...ttt abajo firmante/s, he/hemos

sido informado/s acerca del objetivo y caracteristicas del presente estudio.

Por la presente doy/damos mi/nuestro consentimiento para que mi/nuestro
hijo/a

.................................................................................................................... participe

Buenos Aires,.......... de .o 20
Firma del padre/madre/tutor Firma del médico
DNL i MNL o
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SISTEMA DE FACTORES DE CRECIMIENTO INSULINO-SIMILES EN TUMORES DEL SISTEMA NERVIOSO
CENTRAL EN PACIENTES PEDIATRICOS: CORRELACION CLINICO-PATOLOGICA

ASENTIMIENTO DEL MENOR (7 a 12 aiios)

Estimado paciente:

Como ya sabés, el médico neurocirujano que te esta atendiendo en el Hospital te operara para
sacarte una lesidn que ha crecido en tu cerebro. Nosotros estamos investigando como crecen
estas lesiones y queremos invitarte a participar de este estudio. Por eso te pedimos autorizacion
para poder estudiar un pedacito de la lesién que los médicos te saquen, asi como una pequefia
muestra de sangre en el caso de que haya que hacerte algin analisis antes de la cirugia.

Vos podés decidir si querés o no querés participar. Si elegis no participar o abandonar el estudio,
no habra ningln problema con tu médico ni con tu tratamiento habitual.

= I USROS me ha explicado hoy el estudio y lo he
comprendido.

Sé que puedo negarme a participar o retirarme del estudio sin que ello afecte el tratamiento ni
mi relacién con mi médico.

Doy mi asentimiento para participar en este estudio

Firma del paciente Aclaracién DNI Fecha

Firma y sello del Investigador Principal. Fecha
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SISTEMA DE FACTORES DE CRECIMIENTO INSULINO-SIMILES EN TUMORES DEL SISTEMA NERVIOSO
CENTRAL EN PACIENTES PEDIATRICOS: CORRELACION CLINICO-PATOLOGICA

ASENTIMIENTO DEL MENOR (7 a 12 aiios)

Estimado paciente:

Como ya sabés, el médico neurocirujano que te esta atendiendo en el Hospital te operara para
sacarte una lesidn que ha crecido en tu cerebro. Nosotros estamos investigando como crecen
estas lesiones y queremos invitarte a participar de este estudio. Por eso te pedimos autorizacion
para poder estudiar un pedacito de la lesién que los médicos te saquen, asi como una pequefia
muestra de sangre en el caso de que haya que hacerte algin analisis antes de la cirugia.

Vos podés decidir si querés o no querés participar. Si elegis no participar o abandonar el estudio,
no habra ningln problema con tu médico ni con tu tratamiento habitual.

= I USROS me ha explicado hoy el estudio y lo he
comprendido.

Sé que puedo negarme a participar o retirarme del estudio sin que ello afecte el tratamiento ni
mi relacién con mi médico.

Doy mi asentimiento para participar en este estudio

Firma del paciente Aclaracién DNI Fecha

Firma y sello del Investigador Principal. Fecha
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