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PROLOGO

La investigacion es una herramienta fundamental a la hora de pensar en las
estrategias para controlar una enfermedad tan compleja como el cancer, que requiere de
multiples disciplinas para su abordaje. Por eso, es un orgullo y una satisfaccion ver el resultado
de esta quinta cohorte de becas de investigacion financiadas por el INC que cierra su ciclo con
la publicacion de sus trabajos.

De las 65 becas que finalizan, 28 corresponden a estudiantes, 25 a graduados y 12 a
posgraduados, lo que habla del creciente interés y dedicacion de personas que quieren
trabajar en la tematica en las distintas instancias de su formacion académica y profesional.

Muchos de ellos, esperamos, continlen con sus investigaciones en cancer y sigan
desarrollandose en los variados campos de la investigacion oncoldgica, para asi poder
alcanzar un pais donde la evidencia cientifica y la produccion académica sea una Util para
mejorar la salud de las personas.

Es importante destacar, que en esta Ultima edicion de informes finales de
Investigacion, hemos incorporado el numero de registro de las investigaciones en RENIS, el
Registro Nacional de Investigaciones en Salud. Este registro contempla todas las
investigaciones que son financiadas por el Ministerio de Salud y su objetivo es sistematizar,
consolidar y poner en acceso publico la informacion referente a las investigaciones en salud
humana.

La labor de la coordinacion de Investigacion ha sido impecable, asi como la de los
evaluadores honorarios, a quien debemos estar muy agradecidos al permitir seleccionar los
mejores proyectos entre los numerosos y valiosos presentados.

También debemos agradecer a los laboratorios, hospitales y otras instituciones que
proveyeron los recursos del lugar de trabajo de los jovenes becarios con el aporte de su
capacidad instalada y la guia de su recurso humano de mas experiencia.

Dra. Julia Ismael
Directora

Instituto Nacional del Cancer
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INTRODUCCION

El cancer de mama es la neoplasia mas comun en mujeres. A nivel mundial, y en
nuestro pais 10-15% de mujeres seran diagnosticadas con cancer de mama a lo largo de su
vida, por lo que es necesario desarrollar nuevos enfoques para la prevencion y tratamiento del
cancer de mama. Aproximadamente, el 98% de las muertes por canceres, son debidas a la
metastatizacion de éste. La migracion celular, crucial para el desarrollo de la invasion y
metastasis, es un proceso de varios pasos que involucran la polarizacion y extension de
protrusiones de membrana hacia la direccion de la migracion celular.

Estos pasos son conducidos en forma secuencial, mediante un dindmico
remodelamiento del citoesqueleto actinico, continuando con la formacién de complejos de
adhesion focal y finalmente el desencadenamiento de la nucleacion/ramificacion actinica,
modulando de esta manera, la plasticidad de la membrana celular a través del control de
proteinas claves en dichos procesos. Es por ello, que nuestro proyecto propone determinar el
mecanismo de control regulado por la gonadotropina llamada hormona leutinizante (LH), y
como ésta podria regular pasos claves que desencadenan la motilidad de células de cancer de
mama a través del reclutamiento de la quinasa de Adhesion Focal (FAK) (responsable de la
formacion de complejos de adhesion focal). Una vez desencadenados dichos procesos,
consequentemente, se promueve finalmente hacia la nucleacion/ramificacion actinica
regulado por proteinas pertenecientes a la familia de las Wiskott-Aldrich Syndrome Protein
(WASP), como N-WASP. N-WASP desempefa un importante rol en la formacién de los
andamios actinicos.

Esta proteina une filamentos actinicos y promueve el proceso de
polimerizacion/despolimerizacion por medio de su estado fosforilado/defosforilado
respectivamente. N-WASP transmite sefiales desde GTPasas especificas (como cdcs2), hacia
el complejo Arp2/3, dando lugar a la polimerizacién o ramificacion actinica. Dicho proceso,
parece ser esencial en la rapida formacion de redes actinica hacia la periferia de la célula,
proporcionando la fuerza de protrusion necesaria para la formacion de estructuras
especializadas, impulsando la migracion e invasion celular.

Es por ello, que nuestro trabajo pretende 1) Determinar el efecto de las
gonadotropinas LH sobre la regulacion en la morfologia en células de cancer de mama, a
través del estudio de proteinas claves en la formacion de complejos de adhesion focal
(Src/FAK/Paxillin) y la nucleacion actinica (Cortactin/N-WASP/Arp2/3 y/o Cdc-42/N-
WASP/Arp2/3) actuando como potentes reguladores del movimiento celular. 2) Identificar los
mecanismos moleculares por los cuales LH regularia/modularia, mediante fosforilaciones
especificas la actividad de c-Src/FAK/Paxillin/Cortactin; Cortactin/N-WASP y Cdc-42/N-WASP,
y los mecanismos de control hacia FAK/Cortactin/N-WASP sobre la regulacion del complejo
Arp2/3.
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METODOS

Se utilizaron lineas celulares de cancer de mama humano T-47D (ER+, PR+ y HER2-)
que fueron cultivadas en medio de cultivo DMEM suplementado con 10% de suero fetal
bovino (FBS). Las células se incubaron en un periodo de tiempo entre 15-30 minutos con
pulsos de LH (mIU/ml), y se determind la activacion de Src, FAK, Paxillina, Cortactina, y N-
WASP mediante Western Blot (WB); y la aparicion de indicadores de motilidad celular por
medio de Inmunofluorescencia (IF).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se demostré mediante WB que tras el tratamiento con LH durante 20 minutos, se
promueve la remodelacion actinica, a través de la fosforilacion/activacion de la proteina
reguladora N-WASP. Basandonos en dicho resultado, hemos establecimos para los
experimentos posteriores, el tratamiento con LH a 20 minutos de exposicion con el fin de
inducir el maximo efecto hormonal en las respectivas células (Fig. A). Paralelamente,
observamos mediante IF como tras el tratamiento rdpido con LH induce
fosforilacidon/activacion, y consecuente translocacion de p-N-WASP hacia la periferia de la
membrana plasmatica (Fig. B).

Determinamos la expresion extragonadal del receptor de la hormona luteinizante
(LHR) en células T-47D, mediante el uso del especifico siRNAs hacia LHR. LHR demostro estar
regulando especificamente la sefial inducida por LH hacia N-WASP, tras su silenciamiento.
Ademas pudimos observar como dicho efecto influencid notablemente la reduccion en los
patrones de fosforilacion/activacion de N-WASP. Es por ello que nos propusimos profundizar
el estudio de la expresion extragonadal del receptor de LHR, junto con el receptor de la
hormona foliculo estimulante (FSH) —FSHR- en diversas lineas celulares (T-47D, MCF-7, MDA-
231) y extracto de ovario humano (Fig. C), y carcinoma ductal invasivo humano (Fig. D).

Determinamos el rapido mecanismo de fosforilacion/activacion de las presuntas
proteinas que se encuentran involucradas en la regulacion de la motilidad celular. Por lo tanto,
las T-47D fueron tratadas con LH durante 20 minutos, en presencia o ausencia de inhibidores
y/o silenciadores especificos de proteinas tales como, ¢c-SRC (PP2), FAK (FAK:i), Paxillina
(siRNA) y Cortactina (Cortactin 3YF). Como se observa, tras el uso de inhibidores y/o
silenciadores, existe una notable reduccion en los patrones de fosforilacion de Src, FAK y
Paxillina, sugiriendo que LH podria promover la activacion de N-WASP mediante una via
dependiente de Src/FAK/Paxillina (Fig. E).

Ademas, evaluamos qué rol cumple la proteina Cortactina (proteina que une pasos
entre la formacion de complejos focales -Src/FAK/Paxillina con la nucleaciéon actinica -
Cortactina/N-WASP) en la cascada de sefalizacion inducida por LH. Para ello, hemos usado
diversos inhibidores especificos (PP2, FAKi) y/o plasmido dominante negativo para
Cortactina3YF; la inhibicion y/o silenciamiento determinaron el reclutamiento secuencial de
proteinas claves como SRC/FAK/Paxillina/Cortactina en una via de sefalizacion inducida por
LH hacia la activacion de N-WASP impulsando de esta manera la motilidad de dichas células
(Fig F).

Concluyendo, este fendmeno biolégico nos proporcionard una importante
informacion sobre este “novedoso” efecto extragonadal por parte de LH, abriendo las puertas
a nuevas estrategias terapéuticas para la prevencion y control del cdncer mamario, sobre todo
en aquellos pacientes que presentan elevados niveles de gonadotrofinas como en mujeres
postmenopausicas. El uso de drogas antagonistas y/o agonistas de GnRH podrian ser una
herramienta Util con el fin de reducir los niveles de gonadotropinas, interfiriendo o
disminuyendo con la aparicion y/o progresion de metastasis a nivel mamario.
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Immunofluorescence T-47D: analisis N-WASP
Western Blot: Lineas T-47D
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A) LH induce la fosforilacién y translocacion de N-WASP. Células T-47D fueron tratadas

con LH (5 mlU/ml) a diferentes periodos de tiempo (0-60 min) con el fin de determinar P ——
mediante WB el patrén de activacion de p-N-WASP, junto con la densitometria

correspondiente al ensayo de tiempo dependencia. B) Mediante IF, podemos observar Cortactin ey wemw w— G —
tras su fosforilacién y consecuente activacion, se promueve a la translocacion de N-

WASP hacia la periferia de la membrana plasmética, incrementando la nucleacion — p-N-WASP424S s m— v wes
actinica, y por ende, la motilidad celular. C-D) Expresion extragonadal de los

receptores de gonadotropinas, LHR y FSHR, en diversas lineas celulares (T-47D, MCF- N-WASP e R o - -
7, MDA-231), extracto de ovario humano, y carcinoma ductal invasivo humano. E-F)

LH induce la fosforilacién de Src/FAK/Paxillina/Cortactina a través de LHR. Células T-47D fueron tratadas con LH (5 mlU/ml)

por 20 min, en presencia de inhibidores y/o silenciadores de Src (PP2), FAK (FAKi), junto con el siRNA vs Paxillina y el
plasmido DN hacia Cortactina. Dicha inhibicién y/o silenciamiento determino una via de sefializacién inducida por LH hacia la
activacion de la proteina moduladora de la nucleacién actinica N-WASP.
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