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RESUMEN

Recientemente ha comenzado a surgir evidencia que relaciona a p300 con el
cancer. Sin embargo, aun no esta claro cuél es el rol de la proteina en esta
patologia ya que hay evidencia que indica que puede funcionar como un
supresor tumoral 0 como una oncoproteina. La informacion disponible sobre la
relacion entre p300 y el carcinoma mamario esta basada generalmente en
estudios en lineas celulares siendo escasos los trabajos en modelos animales

o utilizando biopsias humanas.

En este trabajo de tesis se pudo demostrar que la inhibiciébn de la actividad
acetilasa de p300 disminuye la supervivencia celular de las lineas LM3 y MDA-
MB-231 e induce apoptosis en la linea celular LM3. Ademas se demostré que
dicha inhibicién disminuye la migracién celular de las lineas LM3 y MDA-MB-
231 y disminuye la invasion celular y la formaciéon de lamelipodios en la linea
celular LM3.

En el modelo murino de trasplante singeneico de células LM3 se demostré que
la inhibicion de p300 reduce la carga tumoral, la invasion a la cavidad
abdominal y el nimero de metéastasis pulmonares. La reduccién del tamafio
tumoral fue acompafiada de una disminucion del indice mitético y de los niveles

de Ki-67 y de un incremento de la expresion de Bax.

Al estudiar la expresion de p300 en el modelo murino transgénico MMTV-PymT
y en el de carcinogénesis inducida con DMBA en rata se observo que p300 se
encuentra altamente expresado y en una localizacion citoplasmética en las
células del tumor comparado con las de la gldndula mamaria normal. Ademas
se observo que parte del p300 citoplasmatico se encuentra en estructuras con
caracteristicas de agresomas en las células tumorales de un cultivo primario
derivado de este ultimo modelo animal, pero no en las células normales del

mismo cultivo.
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En biopsias humanas de carcinomas mamarios se ha podido demostrar una
mayor expresion de p300 en tejidos tumorales que en las zonas
histolégicamente normales adyacentes al tumor y que en el tejido mamario no
maligno. También se detecto la inusual localizacion citoplasmatica de p300 en
los tejidos malignos y se pudo demostrar que esta localizacion se asocia con
un menor tamafo tumoral, menor tasa de recaida y mayor sobrevida global de
las pacientes y en los tumores triple negativos también con menor estadio

tumoral.

En conjunto, los resultados de esta tesis sugieren que la accién oncogénica de
p300 se realiza en el nacleo a través de su accion sobre la regulacion de la
transcripcion génica y que al ser trasladado al citoplasma esta accion no puede
realizarse porque esta fuera del nucleo, porque ademas en el citoplasma es
degradado y/o secuestrado en agresomas y posiblemente también por que
ejerce nuevas funciones especificas de su ubicacion citoplasmatica que
pueden tener efectos antitumorales. También indican que la localizacién de
p300 puede ser de potencial interés como factor prondstico y sefialan la
necesidad de continuar investigando los mecanismos celulares y moleculares
que la desregulacién de esta proteina podria estar afectando, contribuyendo

asi al desarrollo del cancer de mama.
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ABSTRACT

Recently, an increasing body of evidence indicates that p300 could play a role
in cancer. Nonetheless, the role of the protein in this disease remains unclear,
since there is evidence indicating that it can function both as a tumor
suppressor and as an oncoprotein. The available information about the
relationship between p300 and breast carcinoma is usually based on studies in
cell lines although there have been few studies using animal models or human

biopsies.

In this thesis we demonstrated that the inhibition of the p300 acetyltransferase
activity decreases cellular viability in LM3 and MDA-MB-231 cell lines and
induces apoptosis in LM3 cell line. Furthermore, we demonstrated that p300
inhibition reduces cellular invasion in LM3 and MDA-MB-231 cell lines and

decreases the invasiveness and lamellipodium formation in LM3 cells.

In a syngeneic murine model of subcutaneous transplantation of LM3 cells, we
demonstrated that inhibition of p300 reduces tumor burden, tumor invasion into
the abdominal cavity and lung metastases. This reduction in tumor burden was
accompanied by a decrease in the mitotic index and Ki-67 levels and an

increase in Bax expression.

When we have studied the expression of p300 in the MMTV-PymT transgenic
murine model and in the DMBA-induced rat model, we observed stronger
expression and a cytoplasmic localization in the tumor cells in comparison with
normal mammary glands. In addition, we have observed that cytoplasmic p300
is partially localized in aggresome-like structures in tumor- but not in normal

mammary gland-derived primary cell cultures from the rat animal model.

Moreover, the analysis of p300 expression in human breast cancer samples
showed that p300 immunoreactivity is significantly higher in the cancerous
tissues than in the non-malignant mammary tissues and in the histologically

normal adjacent tissues. Interestingly, p300 was observed in the cytoplasm, and
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the rate of cytoplasmic p300 was higher in breast cancer than in non-tumor
tissues. Importantly, we found that cytoplasmic localization of p300 is
associated with a reduced tumor size, lower recurrence rates and an increase in
the overall survival time of patients. Furthermore, in triple negative breast

cancer cytoplasmic p300 is also associated with lower tumor stage.

Together, the results obtained in this thesis suggest that p300 acts as an
oncogene when localized in the nucleus through its action upon the regulation
of gene transcription. When p300 is translocated to the cytoplasm, its oncogenic
action cannot be performed because it is outside of the nucleus, because it is
degraded and/or sequestered in aggresomes and probably also because it may
exert cytoplasmic specific functions which might have antitumor effects. Also,
the results obtained in this thesis suggest that p300 localization could be
potentially interesting as a prognostic factor and indicate the necessity to
continue studying the cellular and molecular mechanisms in which the p300 is
involved and whose deregulation could contribute to breast cancer

development.
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ABREVIATURAS

AB avidina biotina
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ANOVA andlisis de la varianza
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DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
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Maria Kugenia ~sfermento Pagina 10



DNase desoxiribonucleasa

dNTP deoxinucleotido trifosfato

DTT ditiotreitol

ECL electroquimioluminiscencia

EDTA etilen-diamintetra-acido acético

E1A adenovirus early region 1A

EGFR receptor del factor de crecimiento epidérmico
FACS fluorescence-activated cell sorter analysis
FAT factor acetil tranferasa

FW foward

GH grado histolégico

GMNM glandula mamaria no maligna

GN grado nuclear

h horas

H&E hematoxilina y eosina

HAT histona acetil transferasa

HEPES (4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfénico)
HER-2/Neu/ErbB2 receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2
H20d agua destilada

HIF-1 factor inducible por hipoxia 1

HDACSG6 histona deacetilasa 6

HPV Virus del Papiloma Humano

h-TERT telomerasa transcriptasa inversa

IARC Internacional Agency for Research on Cancer
IDC carcinoma ductal invasivo

IF inmunofluorescencia

ILC carcinoma lobulillar invasivo

IgG-HRP Horseradish Peroxidase-Conjugated Antibodies
IHQ inmunohistoquimica

IM indice mitotico

INC Instituto Nacional del. Cancer

IP ioduro de propidio

IRS score inmunoreactivo

K Lisina

Maria Kugenia ~sfermento Pagina 11



KAT lisina acetil tranferasa

LCIS carcinoma lobulillar in situ

LOH pérdida de heterocigosidad

M extension de las metéastasis

MLH1 mutL homolog 1

MMTYV virus tumoral mamario murino

N glandula mamaria normal

N status de los ganglios linfaticos

NaCl cloruro de sodio

ND no disponible

NF-Kappa-B factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas

Nrf2 NFE2-related factor 2

OMS organizacion mundial de la salud

pl6 inhibidor 2A de quinasa dependiente de ciclina
p21°P! Inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina 12
p27""inhibidor 1B de quinasa dependiente de ciclina
p300 Proteina de union a E1A

PAGE electroforesis en gel de poliacrilamida

PBS buffer fosfato salino

PCR reaccion en cadena polimérica

PCNA Antigeno nuclear de proliferacion celular
PFA para formaldehido

Rb retinoblastoma

pRB proteina del retinoblastoma

PGE2 prostaglandina E2

Pymt antigeno T medio también de polioma

PVDF polifluoruro de vinilideno

RA receptor androgénico

RE receptor estrégeno

RB reactivo de Bradford

RH receptores hormonales

RhoA miembro A de la familia homologa a Ras

RP receptor de progesterona

Maria Kugenia ~sfermento Pagina 12



RPMI Roswell Park Memorial Institute

Rpm revoluciones por minuto

RT transcriptasa reversa

RT-gPCR reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
RV reverse

SD desviacion estandar

SDS duodecil sulfato de sodio

SFB suero fetal bovino

SKP2 proteina quinasa 2 asociada a la fase S

SIVER Sistema de Vigilancia Epidemiolégica y Reporte

Sp1l proteina especifica 1

STAT1 Transductor de sefial y activador de la transcripcion 1

T tumor

TAE tris acetato EDTA

TEMED N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina

TN triple negativo

TNM (T) tumor (N) ganglios (M) metastasis

TRIS tris (hidroximetil) amino metano

TritonX-100 octil fenoxi polietoxietanol

Tween-20 polioxietileno (20) sorbitan monolaurato

UV ultra violeta

V vehiculo

VV56 Acido 2-(3-(3, 4-Diclorobenzyloxi) fenoxi) pentadecanoico
VV59 acido 2-(3-(3,4-diclorobenzyloxi) fenoxi) hexadecanoico
WB Western blot

WST-1 [2-(4-lodofenil)-3- (4-nitrofenil)-5- (2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolium]
YB-1Y box binding protein 1

ZAN zona adyacente normal

ZT zona tumoral

ZAH zona adyacente hiperplasica

ZEB1 Zinc finger E-box-binding homeobox 1

Maria Kugenia ~sfermento Pagina 13



INDICE

o N 4 0 2
DED I C AT ORI A e e e e 3
AGRADECIMIENTOS ....coitiiiiiiiiiiiit ittt ettt e e e e e ee e eeeees 4
RS U 6
AB ST R A C T o e e 8
ABREVIATURAS ... e e e e e e eaas 10
INTRODUCCION ...ttt 17
Una breve introduccion al CANCEr ...........ccoeeeeiiii i, 17
Una introduccion a la proteina P300 .........ccooeeeeiiiiiiiiiiiii e eeeenns 21
La relacion entre p300 Y € CANCET ........uuvviiiieiiiiiiiiiieeeee e 25
Breve descripcion del carcinoma mamario ..........c.c.uveeeeeieeeeniiiiiiiiiieeee e 30
La relacion entre el p300 y los carcinomas MamarioS ...........ccovvvvvvvvuiieeeennn. 35
HIPOTESIS Y OBJIETIVOS ...ttt 41
[ T oT0] (= E] PSSP 41
ODJEtivo GENETAl.......cciiiiiiiiiiii 41
ODbjetivoS ESPECITICOS ....ovvvriiiiii i eaaans 41
MATERIALES Y METODOS. ... .ot 44
Ta] a1 o] (o (o] g=1S 0 [T 0 X0 L0 PO 44
INhibidor de ProteOSOMA ........ccooeeeieeee e 44
Inhibidor de la formacion de agreSomas...........ooccuvvviiieieieee e 44
LINEAS CRIUIAIES ... 44
Estudio de la supervivencia celular: ensayo WST-1 y conteo de células en
camara de NEUDAUET ...........coovviiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 45
Ensayo de migracion Celular..............coooiiiiiiiii e 46
Ensayo de Invasion Celular ... 47
Andlisis del ciclo celular por citometria de flujo...........ccceeeeiiiiiiiiiii 47
Andlisis de apoptosis por microscopia y por citometria de flujo.................... 48
ANAlISIS POI MICTOSCOPIA ..ceeeeeeeeee e 48
Andlisis por citometria de flujo ..., 49
INmunofluorescencia (IF) ..o 50

Maria Kugenia ~sfermento Pagina 14



Células tratadas con el inhibidor de p300 .............euveviiiiiiimiiiiiiiii. 50

Células tratadas con el inhibidor MG132 y tubacina. .............cccceevvvvvvnnnnnn. 51
Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS — PAGE) y Western Blot..... 52
Preparacion de lisados Celulares ............c..eeeveiiiiiiiiiiiiiiiieee e 52
Medicion de la concentracion de proteinas.........cccccccceeeeeeeeeeeeeeiicccen e, 52
Preparacion de [aS MUESIIAS. .........oouiiiiiiiiiiiiaeeee e 52
=T oa (0] (0] =S £ 53
Transferencia a membrana de PVDF...........ccccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienns 53
Inmunodeteccion de ProteiNAS ..........ooicuuiiiiiiiie e 54
Cuantificacion de ARNm por PCR en tiempo real cuantitativa ..................... 55
(@] 1o o] 18 Tox [=To ] 1o [0 1S USSR 55
Aislamiento del ARN ..o e 55
Preparacion del ADN complementario (CDNA) .......ccuvviieieieeeiiiiiiieeeeennn 56
PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR) .......coooviiiiiiieeiieeeeieeee e 57
Cuantificacion y pureza de 10s Acidos NUCIEICOS ............evvvvrvrririiiiiiiinninnnns 57
Electroforesis en gel de agaroSa..........cccccevvviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 58
MOAEIOS ANIMAIES ... 58

Modelo de carcinogénesis quimica de mama en ratas Sprague Dawley .. 58

Modelo murino transgénico MMTV-PYMT ..o 59
Modelo de implante subcutaneo de células LM3 en ratones singeneicos
BALBIC ... 60
Técnicas HiStOIOQICAS .......cooeeeeeieieicie et e 61
Procesamiento de érganos y tumores para histologia ..............ccccceeeenee. 61
Evaluacion del indice mMitOtiCO ..........ccevvvviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 62
Inmunohistoquimica (IHQ) ......coiiiiiiiiiee e 63
Evaluacion de la inmunomarcacion............cccccevvvviiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee 64
Biopsias de neoplasias humanas ............cccoooeeii 64
PAN g F= RS RS =1S] = Lo 1] (oo 1 65
RS U 1Y I T 2 T 67
La inhibicion de p300 disminuye la supervivencia celular de las lineas LM3 y
MDA-MB-231 pero no afecta la de las lineas LM05e y T47D..............cee..... 67
La inhibicion de p300 induce apoptosis en la linea celular LM3. .................. 69

La inhibicion de p300 disminuye la migracién celular de las lineas LM3 y
MDA-MB2-31, pero no afecta la migracion celular de las lineas LMO5e y

LI T 73
La inhibicion de p300 disminuye la invasion celular y la formacion de
lamelipodios en la linea celular LM3. ..o, 76

Maria Kugenia ~sfermento Pagina 15



La inhibicion de p300 reduce la carga tumoral, la invasion a la cavidad
abdominal y el niumero de metastasis pulmonares en un modelo murino de
(o= Tdod T To] 0 0 F= 10 o 0 F= 10 4 F= Ut [0 USRI 79

La inhibicién de p300 induce un aumento de la localizacion citoplasmatica de
p300 en las células LM3 y en el modelo de implante subcutdneo de células

LM3 en ratones BALBI/C. ....ccoooiiii e 84
Estudio de la expresion de p300 en el modelo murino transgénico MMTV-
PymT y en el de carcinogénesis inducida con DMBA en rata....................... 86

Parte del p300 citoplasmético se encuentra en estructuras con caracteristicas
de agresomas en las células tumorales en cultivo..............ccccccceeeeeeeieeninenn, 90

Estudios de la expresiéon de p300 en biopsias de carcinomas mamarios
RNUMANOS. ... et e e e e et e e e e e e e eeeane 96

Estudios de correlacion de la expresion de p300 en biopsias humanas de
carcinomas mamarios con datos clinicos e histopatolégicos...................... 101

Estudios de la expresién de p300 en biopsias de carcinomas mamarios
humanos triple NEQALIVOS. .........ciii i 108

Estudios de correlacion de la expresion de p300 con datos clinicos e
histopatoldgicos en biopsias humanas de carcinomas triple negativos. ..... 110

DISCUSION Y CONCLUSIONES ......oooviieieiecteceeceeee et ee e 114
BIBLIOGRAFIA ..ottt 121
PUBLICACIONES Y PRESENTACIONES A CONGRESOS ........cccccvvvvvnnnns 143
U o] [Tor=Toi o] 0[S SRR 143
o 1= 010 SRS 143
Trabajos seleccionados para SIMPOSIOS .........uuuuiieeeeeeereeiiiiieee e e e eeeeennennnnns 143
Presentaciones @ CONGIESO0S. .....cccoviieeieeieeeeeeee e 144

Maria Kugenia ~sfermento Pagina 16



INTRODUCCION

Una breve introduccion al cancer

La transformacion maligna y la progresion tumoral son procesos de varias
etapas sucesivas que distan de estar completamente comprendidos. La
investigacién en el area de la biologia del cancer estd demostrando que esta
enfermedad es una acumulacién clonal de células que presentan una sucesion
de alteraciones genéticas y epigenéticas en los circuitos que regulan su
comportamiento normal. Estas alteraciones llevan a que las células adquieran
una serie de capacidades necesarias para transformarse en células cancerosas
y completar la progresion tumoral. Asi, de acuerdo a la hipotesis de las
“capacidades adquiridas” (Hanahan & Weinberg, 2011) se ha postulado que es
necesario que las células malignas adquieran ocho capacidades y dos
caracteristicas facilitadoras para generar un tumor y completar la progresion del

cancer (figura 1).

Evasion de los
Supresores de
Crecimiento

Sefales de Proliferacion
Sostenidas en el Tiempo

Evasion del
Sistemalnmune

Desregulaciondel
Metabolismo
Energético

Resistenciaala

Inmortalizacion
Muerte Celular

Inflamacion
Promotoradel
Tumor

Inestabilidad
Genémicay
Mutacion

Activacionde la
Invasiony
Metastasis

Induccion de la
Angiogénesis

Figura 1. Capacidades adquiridas y caracteristicas facilitadoras que llevan al desarrollo

completo del cancer. Tomado y adaptado de Hanahan & Weinberg, 2011.

Las ocho capacidades incluyen: activacion anormal y sostenida de sefales
proliferativas, evasion de sefales supresoras del crecimiento y de la

proliferacion celular, evasion de la apoptosis, adquisicion de inmortalidad
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replicativa, induccion de angiogénesis, reprogramacion del metabolismo
energeético, evasion de la respuesta inmune y activacion de los mecanismos de
invasion y metastasis. Las caracteristicas facilitadoras son la inestabilidad
genética, la cual provee la diversidad genética que acelera la adquisicion de las
ocho capacidades anteriores, y la inflamacion que actia como un importante
promotor que facilita la adquisicion de las mismas (Hanahan & Weinberg, 2000;
Hanahan & Weinberg, 2011).

Se propone que la adquisicion de estas capacidades es debida a la mutacion
de determinados genes y que los tumores progresan de ser lesiones benignas
a malignas al adquirir una serie de mutaciones en el tiempo. Pero, ¢cuantos
genes se encuentran mutados en un cancer humano tipico? En tumores solidos
derivados de colon, mama, cerebro o pancreas, se ha observado que un
promedio de 33 a 66 genes presenta mutaciones somaticas que se supone que
alteran sus productos proteicos. De estas mutaciones hay algunas que
intervienen activamente en proveer una ventaja selectiva para el crecimiento
(lamadas mutaciones conductoras o “driver’) y otras que no tienen efecto
sobre el proceso neoplasico (llamadas mutaciones pasajeras o “passenger”’)
(Vogelstein et al, 2013).

Sin embargo, los tumores estan constituidos por algo mas que grupos de
células que proliferan descontroladamente debido a la adquisicion de las
capacidades anteriormente descriptas. En realidad son tejidos complejos
compuestos por diferentes tipos de células que participan en interacciones
heterotipicas (figura 2). Durante la Ultima década abundante evidencia
experimental ha reafirmado este concepto de la importancia de la interaccion
de todas las células de una masa tumoral, lo que se conoce como
“‘microambiente tumoral” y ha dado origen a reconocer a los tumores como
organos cuya complejidad puede exceder aln la de los érganos de un individuo
sano (Hanahan & Weinberg, 2011).
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Célula Madre Cancerosa
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Figura 2. Las células del microambiente tumoral. Tomado y adaptado de Hanahan &
Weinberg, 2011.

Sin embargo, el conocimiento de esta red de interacciones entre las diferentes
células del microambiente tumoral sigue siendo escaso ya que la mayoria de
las moléculas de sefalizacion y las vias implicadas aun no han sido

identificadas.

Se estima que a nivel mundial durante el afio 2012 se han producido alrededor
de 14,1 millones de casos nuevos de cancer, 8,2 millones de muertes por
cancer y 32,6 millones de personas viven con cancer (dentro de los 5 afios del
diagndstico). Los tipos de cancer que se diagnostican con mayor frecuencia y
que ademas son la principal causa de muerte, tanto en paises desarrollados
como paises en desarrollo, son el cancer de mama en mujeres y el cancer de
pulmén en hombres (figura 3, Internacional Agency for Research on Cancer
(IARC), GLOBOCAN 2012).
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Figura 3. Tasas de incidencia y mortalidad en el mundo para hombres (gréfico de la
izquierda) y mujeres (grafico de la derecha). Nimero de casos o muertes estimadas por
cada 100.000 personas por afio. Proyecto GLOBOCAN 2012. Tomado y adaptado de
http://globocan.iarc.fr/.

La Argentina se encuentra dentro del rango de paises con incidencia de cancer
media-alta (172,3-242,9 x 100.000 habitantes), de acuerdo a las estimaciones

obtenidas por la IARC para el afio 2012 (figura 4).
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Figura 4. Incidencia de cancer en el mundo en 2012. Tasas estandarizadas por 100.000
habitantes. Fuente: Globocan (IARC).
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En nuestro pais el cancer de mayor incidencia es el de mama con una tasa de
71 casos por cada 100.000 mujeres, seguido por los canceres masculinos de
prostata (44 x 100.000 hombres) y pulmén (32,5 x 100.000 hombres) (figura 5).
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Figura 5. Tasas de incidencia de cancer en Argentina para hombres (gréfico de la
izquierda) y mujeres (gréfico de la derecha). Numero de casos o muertes estimadas por
cada 100.000 personas por afio. Elaborado por el Sistema de Vigilancia Epidemiolégica y
Reporte (SIVER) del Instituto Nacional del Cancer (INC) SIVER/INC en base a los datos de
Globocan 2012. Tomado y adaptado de

Una introduccion a la proteina p300

La proteina p300 es parte de la familia de coactivadores transcripcionales
p300/CBP los cuales fueron inicialmente identificados como proteinas de unién
a la proteina adenovirica E1A (p300) y a la proteina que se une al elemento de
respuesta a AMPc (CBP), particularmente durante la progresion del ciclo
celular y la diferenciacion celular (Whyte et al, 1989; Stein et al, 1990; Chrivia et
al, 1993; Eckner et al, 1994). El p300 comparte varias regiones conservadas
con CBP que constituyen sus dominios funcionales. Estos dominios son: 1. el
dominio bromo, que se encuentra frecuentemente en histonas
acetiltransferasas de mamifero. 2. Tres dominios ricos en cisteina-histidina
(CH1, CH2 y CH3). 3. Un dominio KIX y 4. Un dominio de homologia con ADA2
(figura 6).
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Figura 6. A. Comparacién de p300 y CBP. Las regiones negras indican las areas de mayor
homologia, con el porcentaje de aminoéacidos idénticos entre las dos proteinas indicadas. Se
indica el tamafio de cada proteina en nimeros de residuos aminoacidicos. B. Dominios
funcionales en p300. Los dominios funcionales estan indicados, incluidos los dominios CH:
CH1, CH2 y CH3, el dominio KIX, el bromodominio (Br) y la regién de homologia ADA1. Los
dominios N- y C- terminal de p300/CBP pueden actuar como dominios de transactivacion. El
dominio de acetiltransferasa esté localizado en la regién central de la proteina. Se observan las
regiones gque se unen a proteinas blancos junto con la proteina con la cual interactia. Tomado
y adaptado de Chan & La Thangue, 2001.

Aunque p300 y CBP comparten estas regiones homadlogas, numerosos analisis
moleculares y genéticos sugieren que llevan a cabo no sélo funciones comunes
sino también individuales y especificas (Chan & La Thangue, 2001; Vo &
Goodman, 2001; lyer et al, 2004; Kalkhoven, 2004).

El p300 participa en una gran variedad de procesos biologicos tales como
regulacion del ciclo celular, apoptosis, diferenciacién y respuestas celulares
originadas por dafo sobre el ADN (Giles et al, 1998; Giordano & Avantaggiati,
1999; Goodman & Smolik, 2000; Chan & La Thangue, 2001 ). Estos procesos

Maria Kugenia ~sfermento Pagina 22



biologicos son afectados por el p300 al actuar, en parte, como coactivador
transcripcional de varias proteinas nucleares tales como las oncoproteinas Jun,
Fos, E2F y las supresoras de tumores BRCA1, Rb, Smads y p53 (Bannister et
al, 1995; Avantaggiati et al, 1997; Lill et al, 1997; Pouponnot et al, 1998; Ghosh
et al, 2000; Martinez-Balbas et al, 2000; Marzio et al, 2000; Pao et al, 2000;
Tomita et al, 2000; Chan et al, 2001). Sin embargo, en 1996 dos grupos de
investigacioén confirmaron de manera independiente que p300 funciona también
como histona acetiltransferasa (HAT, del inglés Histone Acetyl Transferase)
(Bannister & Kouzarides, 1996; Ogryzko et al, 1996). Esta acetilacion neutraliza
las cargas negativas y reduce la interaccion entre ADN e histonas, alterando
asi la transcripcion de los genes. De esta manera p300 acopla el
reconocimiento de factores de transcripcién con el remodelado de la cromatina.
Por otra parte, esta proteina también puede ejercer una funcion regulatoria de
la transcripcion a través de la acetilacion directa de factores de transcripcion
(FAT, del inglés Factor Acetyl Transferase). Asi, por ejemplo, se ha
documentado la acetilacién de los receptores de estrégeno (Kim et al, 2010) y

de progesterona (Chung et al, 2014) por parte de p300.

Ademas de tener un dominio acetiltransferasa, el p300 también posee varios
dominios funcionales con los cuales interacciona con otras proteinas celulares
y asi tiene la capacidad de actuar como puente o andamiaje para los factores
de transcripcion y la maquinaria basal de transcripcion, activando también de
esta manera la transcripcion de genes (Chen & Li, 2011). El gran tamafio del
p300 (mas de 2.400 aminodacidos) permite una superficie amplia para el
reclutamiento y la interaccién de varias proteinas. Un ejemplo de su funcién
como molécula de andamiaje lo da la regulacién del gen del interferén 3
durante la cual el p300 permite la formacion del enhanceosoma al reclutar
multiples factores de transcripcion (Kim et al, 1998; Merika et al, 1998). En la
figura 7 se muestran las diferentes maneras no excluyentes mediante las

cuales el p300 puede regular la transcripcion génica.
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Figura 7. El coactivador transcripcional p300 regula la transcripcion génica actuando
como: A. Acetiltransferasa para histonas (HAT). B. Scaffold o andamiaje para distintos factores
de transcripcion. C. Acetiltransferasa para factores de transcripcion (FAT). D. Puente que
conecta los factores de transcripcion con la maquinaria basal de transcripcién. Tomado y
adaptado de Chen & Li, 2011.

Sumado a su importante funcion como regulador de la transcripcion de genes,
el p300 es capaz de acetilar el aminoacido lisina de varias proteinas
involucradas en otras funciones ademas de la transcripcion (actividad KAT, del
inglés Lysine (K) Acetyl Transferase) como por ejemplo histona deacetilasa 6
(Han et al, 2009); cortactina (Zhang et al, 2007; Zhang et al, 2009); Atg 5, 7 ,8
(Lee & Finkel, 2009); PCNA (Naryzhny &Lee, 2004); TP53 (Kawaguchi et al,
2006) y alfa-importina (Bannister et al, 2000). En este sentido es importante
tener en cuenta que la acetilacion de proteinas es un proceso de modificacion
post-traduccional analogo a la fosforilacion que puede tener importantes
funciones regulatorias (Kouzarides, 2000). La acetilacion del importante
supresor tumoral TP53 por p300 se produce en los residuos de lisina 370, 372,
373 y 382 incrementando su capacidad de interactuar con las secuencias
consenso de los promotores de los genes que regula (Gu & Roeder, 1997;
Avantaggiati et al, 1997) favoreciendo asi su funcion de supresor tumoral.
Contrariamente a esta funcion promotora de la actividad del TP53 también se
ha reportado que p300 posee actividad de E3 y E4 poliubiquitina ligasa sobre

este supresor tumoral (Grossman et al, 2003; Shi et al, 2009) y es requerida
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para la rapida degradaciéon de TP53 en células no estresadas. Cabe destacar
que estas dos Ultimas actividades de p300 pueden realizarse en el citoplasma

celular.
La relacion entre p300 y el cancer

En afos recientes ha comenzado a surgir evidencia que relaciona a p300 con
el cancer. Sin embargo, aun no esta claro cual es el rol de la proteina en esta
patologia ya que hay evidencia que indica que puede funcionar como un
supresor tumoral o como una oncoproteina (Goodman & Smolik, 2000). El rol
de p300 como supresor tumoral es apoyado por el hecho que la
oncoproteina viral E1A debe unirse al p300 e inhibirlo para poder transformar
células de cultivos primarios de roedores (Eckner et al, 1996) y, consistente con
esta hipotesis, mutaciones inactivadoras de p300 han sido identificadas en
distintos tipos de canceres humanos (Muraoka et al, 1996; Gayther et al, 2000;
LeGallo et al, 2012; Kim et al, 2013; Ojesina et al, 2014). En el mismo sentido
se ha reportado que p300 puede inhibir la progresion del ciclo celular regulando
la transcripcion de genes involucrados en el control del mismo como ocurre con
p21°P! (Missero et al, 1995; Wong et al, 2010) o pRB (Chan et al, 2001). Mas
aun, ratones knock out para el gen de p300 mostraron alteraciones en el ciclo y
en la diferenciacion celular (Yao et al, 1998). También se ha demostrado que el
p300 regula la expresion y/o actividad del importante supresor tumoral BRCA1
(Pao et al, 2000; Fan, 2002; Lee et al, 2011; Ogiwara & Kohno, 2012; Shukrun
et al, 2014). En estudios obtenidos en muestras de pacientes también se ha
observado una correlacién del p300 con menor progresion tumoral (Green et al,
2008; Huh et al, 2013).

Contrariamente a su rol antineoplasico, también se ha presentado evidencia
indicando que posee actividad pro-tumoral ya que se ha detectado que
activa la transcripcion de importantes oncogenes tales como JUN, E2F-1, NF-
Kappa-B y MYC (Janknecht, 2002).
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Del mismo modo, y contrariamente a lo citado anteriormente, también se ha
reportado en biopsias de tumores humanos que p300 se correlaciona con una
mayor progresion tumoral (Debes et al, 2003; Ishihama et al, 2007; Syrjanen et
al, 2010; Li M et al, 2011; Li Y et al, 2011; Gao et al, 2014).

También es importante mencionar que, como ya se comentd, p300 induce la
acetilacion de TP53 incrementando su actividad transcripcional (Avantaggiati et
al, 1997) asi como también, y en contraposicion al efecto anterior, estimula la
degradacion del mismo por medio de su actividad ubiquitina ligasa (Grossman
et al, 1998 y 2003) actuando entonces como antitumoral en el primer caso y

como pro tumoral en el segundo.

Relacionado con lo anterior y con los mecanismos que regulan la actividad de
p300 y que pueden ser pasibles de alteracion en el cancer, cabe destacar que
se ha reportado que la redistribucion intracelular de la proteina es importante
para su actividad y que la misma es degradada por el sistema ubiquitina-
proteosoma citoplasmatico (Chen et al, 2007). El p300 se regula ademas
mediante auto acetilacion, fosforilacion y sumoilacion (Chen & Li, 2011). Una
de las proteinas que fosforila a p300 es Akt, lo cual incrementa su estabilidad
metabdlica (Chen et al, 2004).

La expresion e influencia de p300 ha comenzado a ser investigada en varios
tipos de canceres humanos. Unos pocos trabajos han reportado mutaciones del
p300 en leucemias pero no se ha estudiado su expresion en las mismas
(Borrow et al, 1996; Giles et al, 1998; Karamouzis et al, 2007).

En carcinoma de colon se ha reportado que el nivel de expresion de p300 es un
factor importante en el control de la expresibn de genes cruciales para la
transformacion epitelio-mesenquimatica, tales como ZEB1, SNAIL, CDH1 y por
lo tanto probablemente para la progresién tumoral (Pefia et al, 2006). Otro
estudio detecto que los niveles de ARNm y proteicos de p300 eran mayores en
tejido tumoral que en la mucosa normal y que estos niveles se correlacionaban
con un pronéstico desfavorable. También se observé que altos niveles de CBP

se correlacionaban con una mayor sobrevida sugiriendo que el monitoreo de
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p300 y CBP podria predecir el prondstico de pacientes con este carcinoma
(Ishihama et al, 2007). Un resultado distinto fue obtenido por Huh vy
colaboradores quienes también observaron sobreexpresién de p300 en tejido
tumoral respecto del tejido normal observando que dicha sobreexpresion es un
factor prondstico favorable independiente para la sobrevida libre de
enfermedad en pacientes con este carcinoma (Huh et al, 2013). El estudio de
mutaciones en estos tumores demostr6 que p300 esti alterado en ambos
alelos sugiriendo que la inactivacion de la proteina podria estar involucrada en

el desarrollo de estos carcinomas (Muraoka et al, 1996).

En carcinoma celular escamoso de eséfago, Li y colaboradores estudiaron la
expresion de p300 en biopsias de tumores y de mucosa normal. Utilizando un
microarreglo de tejidos observaron que la expresiéon de p300 era mayor en el
tejido tumoral que en la mucosa normal. Mediante un andlisis multivariado
mostraron que los niveles de p300 eran un factor prondstico desfavorable e
independiente (Li et al, 2011). Por otro lado, Zhang y colaboradores
determinaron que la represion de la expresion de p300 por metilacion esta
asociada con la invasion tumoral y la metastasis en el carcinoma celular

escamoso de esofago (Zhang et al, 2007).

En carcinoma hepatocelular se ha observado sobreexpresion de p300 y de su
ARNmM en el tejido tumoral comparado con el tejido no maligno adyacente
determinando que elevados niveles se correlacionan con un prondstico
desfavorable (Li et al, 2011). En el mismo sentido Yokomizo y colaboradores
reportan que en células de hepatoma el noqueo de la expresién de p300 se
asocio con recuperacion de la expresion cadherina-E, con una inhibicién de la
migracion de B catenina al nucleo, una diminucién de actividad ciclina D1,
disminucién de la capacidad invasiva de las células y con una disminucion de la
expresion de moléculas relacionadas con la transformacion epitelio-
mesenquimatica, tales como Snail, Twist y HIF-1 sugiriendo que p300
contribuye a la progresion de estos carcinomas. En biopsias humanas
observaron que la expresion de p300 se correlacionaba con una menor
sobrevida global, un estadio avanzado del TNM, con mayor invasiéon vascular y

con metastasis intrahepaticas (Yokomizo et al, 2011).
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En carcinoma de cuello de utero se ha observado que una alta expresion de
p300 se asocia con infecciones de HPV de alto riesgo y con las neoplasias

intraepiteliales cervicales mas severas (Syrjanen et al, 2010).

En carcinoma celular escamoso oral, Cho y colaboradores encontraron que una
incrementada expresion de p300 se correlaciona con estadios clinicos
avanzados y la cantidad de ganglios linfaticos con metastasis. No detectaron
inactivacion epigenética del gen (metilacion del promotor) ni mutaciones
inactivadoras concluyendo que p300 no es un gen supresor tumoral en estos

carcinomas (Cho et al, 2014).

En carcinoma nasofaringeo se detectdé una mayor expresion de p300 en el
tejido tumoral respecto al tejido normal y se observd que una mayor expresion
de la proteina se asociaba con el grado tumoral, con mayor nimero de ganglios

comprometidos y con un pronéstico desfavorable (Liao et al, 2012).

En cancer de prostata altos niveles de p300 se correlacionaron con un mayor
volumen tumoral y una mayor progresion del carcinoma de préstata luego de la
cirugia (Debes et al, 2003). Un reporte posterior muestra que la expresion de
p300 se correlaciona con alteraciones nucleares que a su vez eran indicadores
de caracteristicas agresivas en este tipo de cancer, como una mayor expresion
de marcadores de proliferacion y extensiones extra prostaticas del tumor
(Debes et al, 2005). En el mismo sentido otro estudio demostré que la
expresion de p300 se correlaciona con alteraciones nucleares de las células
tumorales y tiene un valor prondstico para predecir la sobrevida libre de
enfermedad ya que pacientes con mayor expresion de p300 y alteraciones
nucleares mostraron mayor riesgo de recaida (Isharwal et al, 2008). Heemers y
colaboradores encontraron una mayor expresion de p300 en los tejidos
tumorales que en la zona adyacente al tumor histolégicamente normal y
detectaron una correlacion de esta proteina con la proliferacion celular y con

una mayor agresividad tumoral (Heemers et al, 2008).

Maria Kugenia ~sfermento Pagina 28



En carcinoma gastrico, Zhang y colaboradores utilizando un microarreglo de
tejidos encontraron que p300 se asociaba con la expresion de E-cadherina y
MLH1 sugiriendo que podria estar involucrada en la regulacion de la expresion
de sus genes (Zhang et al, 2013). Un estudio de las alteraciones genéticas de
p300 en estos carcinomas concluye que se comporta como una proteina
supresora tumoral en carcinomas gastricos intestinales pero no en los
carcinomas gastricos tipo difusos (Koshiishi et al, 2004). Kim y colaboradores
detectaron mutaciones con desplazamiento del marco de lectura de p300 y una
pérdida de su expresion en canceres gastricos y colorectales con alta
inestabilidad de los microsatélites. Los autores indican que esta alteraciones
podrian contribuir a la patogénesis del cancer por desregulacion de las

funciones mediadas por p300 (Kim et al, 2013).

En melanomas se ha detectado expresién citoplasmatica de p300 ademas
de la tipica localizacion nuclear demostrando que la pérdida de expresion
nuclear esta asociada con la progresion de la enfermedad y con un prondstico
desfavorable (Rotte et al, 2013). Bhandaru y colaboradores también detectaron
p300 citoplasmatico y encontraron que la proteina en esta localizacion se
asociaba con la progresion, el tamafio tumoral y el status de la ulceracién. Por
otro lado, el p300 en localizacién nuclear se asociaba con mayor sobrevida
(Bhandaru et al, 2014).

En carcinoma de pulmén, Lu y colaboradores encontraron que la expresion de
p300 y p21 se correlacionaba con la diferenciacién celular, con metastasis a
ganglios linfaticos, y mayores valores de pTNM (Lu et al, 2007). Hou y
colaboradores detectaron que alta expresion de p300 se asociaba con menor
sobrevida libre de enfermedad y menor sobrevida global determinando que
p300 es un marcador prondstico independiente de una menor sobrevida de
estos pacientes y que la combinacion de la clasificacion clinico patoldgica del
TNM con la expresion de p300 podria ser una herramienta para identificar
pacientes con alto riesgo de una recaida (Hou et al, 2012). En otro estudio se
detectdé una mayor expresion de p300 en los tejidos tumorales en comparacion
con el tejido epitelial bronquial normal. Ademas, la sobreexpresion de p300

incrementd significativamente la invasion de las células tumorales (Liu et al,
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2013). Gao y colaboradores estudiaron la expresion de p300 en carcinoma de
pulmon de células pequefias y encontraron que alta expresion de p300 y CBP
es un factor prondstico independiente de una pobre sobrevida global (Gao et al,
2014).

En base a esta evidencia surge la necesidad de explicar este rol dual del p300
en el cancer. ¢de qué depende que actie como supresor o promotor tumoral?
¢,Depende del tipo celular y por lo tanto de la clase de tumor? ¢Depende del
tipo de alteraciones patologicas en la estructura y/o en la regulacién que sufra
esta proteina? ¢Depende de que estas alteraciones influencien su localizacion
sucelular? ¢ Depende de las cantidades relativas de p53 o0 BRCAL en relacion a
las de FOS, JUN o MYC con las que p300 interactie? Como parte de este
trabajo de tesis se ha intentado comenzar a responder algunas de estas
preguntas estudiando la relacion de esta proteina con el cancer de mama en

el cual esta influencia ha sido poco investigada.
Breve descripcion del carcinoma mamario

Tal como se describié6 anteriormente el cancer de mama es el de mayor
incidencia, mortalidad y prevalencia entre las mujeres a nivel mundial (IARC
GLOBOCAN, 2012). Anualmente en nuestro pais se producen 5.400 muertes
por esta enfermedad y se estima que se produciran 18.000 nuevos casos por
afo, lo cual representa el 17,8% del total de incidencia de cancer en Argentina.
Estos datos indican la importancia de continuar investigando la biologia de esta

patologia.

La clasificacion histopatologica de los tumores es la forma estandar de
establecer el diagnodstico y pronostico de la enfermedad, ademas de ser la
principal guia para la eleccién del tratamiento (Liefers & Tollenaar, 2002). Sin
embargo, esta probado que tumores histopatolégicamente similares pueden
presentar importantes diferencias en la progresion y respuesta al tratamiento
debido a la participacion de mecanismos moleculares subyacentes diferentes

gue conducen a similares caracteristicas histopatologicas. Es en este contexto
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gue los marcadores moleculares se han propuesto como una herramienta util
ya que permiten reconocer subgrupos con distintos comportamientos dentro de
los diversos tipos histopatolégicos de tumores (Opar, 2008). Por esta razon, el
estudio de las alteraciones de determinadas moléculas y su influencia en la
carcinogénesis y progresion tumoral puede brindar informacién que ayude al

diagndstico, al prondstico y/o al tratamiento.

Esto también se aplica en el cancer de mama que como es sabido no se trata
de una unica enfermedad sino que es una patologia heterogénea, compleja y
multifacética que incluye una gran variedad de lesiones con distinto origen
celular, alteraciones moleculares, etiologias y atributos clinicos (Lanari et al,
2012). Esto se refleja en la evolucion de la clasificacion de los distintos tipos de

cancer de mama.

Las clasificaciones tradicionales incluyen la evaluaciéon histopatolégica y la
estadificacion clinica. De acuerdo al tipo histologico los carcinomas mamarios
se clasifican en carcinomas in situ e invasivos. Los carcinomas in situ se
pueden clasificar en ductales (DCIS) o lobulillares (LCIS) siendo los primeros
los mas frecuentes. Los carcinomas invasivos o infiltrantes son aquellos en los
qgue las células tumorales han adquirido la capacidad de atravesar la capa de
células mioepiteliales y la membrana basal que separa al epitelio del estroma
mamario. Hay mas de 21 subtipos de carcinomas invasivos definidos por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en la cuarta edicibn sobre la
clasificacion de los tumores de mama (Lakhani et al, 2012). Segun el subtipo
histolégico los carcinomas invasivos también se pueden clasificar en
carcinomas ductales invasivos (IDC) y lobulillares invasivos (ILC). El IDC
comprende el 45-75% de las lesiones invasivas diagnosticadas. Los tipos de
tumores restantes tienen caracteristicas morfolégicas especiales y son los
carcinomas mucinoso, medular, papilar, tubular, adenoideo quistico, secretor,

apacrino cribiforme y metaplasico.

Los carcinomas mamarios también se clasifican de acuerdo al grado
histolégico. El sistema mas utilizado es el denominado score de Nottingham

(Bloom y Richardson modificado). Este score tiene en cuenta el grado
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histoldgico, nuclear y mitético de los tejidos. El grado histologico cuantifica la
proporcién de estructuras glandulares tubulares. El grado nuclear tiene en
cuenta la atipia nuclear. Finalmente el grado mitético tiene en cuenta la
cantidad de mitosis. Estos tres scores son combinados para dar el Grado |
(bien diferenciado); Grado Il (moderadamente diferenciado) y Grado Il

(pobremente diferenciado).

En relacion al estadio, para los carcinomas mamarios se utiliza el sistema TNM
(Lakhani et al, 2012). Esta informacion incluye el tamafio del tumor (T), el
status de los ganglios linfaticos (N) y la extension de las metéastasis (M) (Edge
et al, 2010).

En afos recientes ha habido un importante progreso en el analisis molecular
del cancer de mama con profundas implicancias en la comprensién de la
biologia de esta enfermedad vy, por lo tanto, de su clasificacion. Ademas, en la
actualidad hay una tendencia a la aplicacion de conocimientos genémicos en la
categorizacion molecular del carcinoma mamario. Por lo tanto, ademas de la
clasificacion segun la histologia, grado y estadio, las clasificaciones actuales se
valen de la utilizacion de marcadores moleculares con valor prondstico y
diagnéstico (Allred et al, 1998; Malhotra et al, 2010).

Un biomarcador es una caracteristica que es objetivamente medida y evaluada
como un indicador de un proceso biolégico normal, de uno patogénico o de una
respuesta farmacoldgica a una intervencion terapéutica. En la actualidad hay
varios marcadores siendo investigados para los carcinomas mamarios pero
solamente tres han llegado a ser usados comunmente en la practica clinica, a
saber: receptores hormonales de estrégeno (RE) y de progesterona (RP) y el
receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER-2/Neu/ErbB2)
(Rakha et al, 2010). El RE predice la respuesta del tumor a la terapia enddécrina
y es un factor prondéstico para la recaida temprana y la respuesta a largo plazo.
En 1996 se identificO un segundo receptor de estrogeno (Mosselman et al,
1996). El status del RE de la practica clinica se refiere a los RE-a mientras que
al nuevo receptor se le design6 RE-B. El gen del RP es regulado por el

estrogeno y su expresion indica el funcionamiento correcto de la via del RE
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(Horwitz et al, 1975 y 1978; Lanari et al, 2009). La sobreexpresion de HER-2 es
indicador de un pronostico desfavorable y predictor de la respuesta al
tratamiento sistémico con el anticuerpo monoclonal humano anti-HER-2

(Trastuzumab o Herceptin).

El carcinoma mamario se puede clasificar en 3 categorias basandose en la
presencia o ausencia de estos receptores (Carlson et al, 2009). El 70% expresa
RE y RP, aproximadamente el 20 % sobre expresa HER-2 y el 10% no expresa
ninguno de estos 3 receptores y son conocidos como triple negativos (TN).
Cabe destacar que estos Ultimos tienen un comportamiento clinico mas
agresivo y un peor pronoéstico. Ademas, por la ausencia de estos mismos

receptores carecen de una terapia dirigida.

En los ultimos afios, los estudios de los perfiles de expresion génica de estos
tumores continuaron demostrando que tumores morfolégicamente similares
encierran varios subtipos moleculares. En este sentido dos estudios
importantes (Perou et al, 2000; Sorlie et al, 2001) demostraron que diversos
patrones de expresion génica conducen a variaciones en la actividad de
distintas vias de sefializacion, en las tasas de crecimiento, y en la composicion
celular de estos carcinomas. Todos estos conocimientos se han reflejado en

una nueva clasificacion del carcinoma mamario en los siguientes subtipos:

El subtipo luminal incluye tumores con presencia de receptores hormonales
(RH, estrégeno y progesterona), expresan determinadas citoqueratinas
luminales (5-8-18). Representa el 67 % de los carcinomas mamarios. Suelen
incluirse en este grupo los carcinomas ductales y lobulillares. Se subdividen en
Luminal A: RH positivos, HER2 negativo, Ki-67<14%.

Luminal B: RH positivos, HER2 negativo, Ki-67>14%.

Luminal HER2 positivo: RH positivos, HER2 positivo y cualquier valor de Ki-67.
Los tumores luminal B tienen mayor proliferacion y un peor prondéstico de las

pacientes que los tumores luminal A.

El subtipo basal (basal-like) se llama asi debido a que su expresién génica es

similar a la de las células basales de los conductos mamarios normales. Son
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tumores negativos para RH y HER2 (incluye a la mayoria de los tumores triple
negativos). Expresan citoqueratinas 5-6-17 junto con el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), c-Kit, FOXC1, frecuentes mutaciones de TP53
y un alto indice de proliferacion. Ellos son mayormente de alto grado histolégico

(grado 3) y muestran un comportamiento clinico agresivo (Badve et al, 2011).

El subtipo HER2 se caracteriza por tener una alta expresion de HER-2 vy
ausencia de expresion de RH. Son de pronéstico pobre, asociandose a menor

sobrevida libre de enfermedad y sobrevida global.

El subtipo normal-like se caracteriza por la expresion de genes asociados al
tejido adiposo y a otros tipos celulares estromales. Es un grupo controvertido y
muchos autores piensan que son muestras contaminadas con células normales

en lugar de un verdadero subtipo intrinseco.

Dentro del grupo de triple negativos existe un grupo denominado “bajo en
claudinas” (proteinas de adhesiéon intercelular). También son denominados
“triple negativos no basal-like”, ya que no expresan ni citoqueratina 5 ni EGFR.
Hasta hace poco se los incluia dentro del grupo de los basales, pero tienen un
comportamiento diferente en la respuesta a la quimioterapia y son de mejor

pronéstico. (Prat et al, 2010)

Demostrando que el estudio de la biologia de estos carcinomas y de sus
marcadores continla, recientemente se han identificado dos nuevos subtipos
gue son el subtipo molecular apdcrino y el grupo relacionado con el interferén.
Los primeros son RE negativos pero expresan receptores androgénicos (RA
positivos) y tienen caracteristicas histolégicas apd6crinas como abundante
citoplasma eosinéfilo y prominentes nucléolos (Farmer et al, 2005). Estos
tumores pueden mostrar sobreexpresion o amplificacion de HER2. Mientras
estos tumores son asociados con recaida temprana, clinicamente muestran
una buena respuesta a las terapias neoadyuvantes (Guedj et al, 2012). El
segundo subtipo presenta alta expresion de genes regulados por el interferén,
incluido el STAT1 (Hu et al, 2006).
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Larelacion entre el p300 y los carcinomas mamarios

Como se desprende de la seccién anterior la investigacion en el area de la
biologia del cancer de mama se encuentra plenamente activa y en evolucion.
Se estan descubriendo nuevos marcadores biologicos y esto se refleja en un
mejoramiento cada vez mayor de la clasificacion de estos tumores permitiendo
a su vez un mejor manejo clinico de estas enfermedades (Parker et al, 2009).
Este hecho aconseja y estimula la busqueda de nuevas moléculas cuyas
alteraciones o desregulaciones afectan la evolucion de este complejo grupo de
carcinomas. En este contexto, las evidencias anteriormente presentadas
acerca de la relacién del p300 con el cancer en general lo postulan como un
buen candidato. Por lo tanto es importante conocer cual es la evidencia previa
que relaciona al p300 con el cancer de mama. En este sentido cabe destacar
gue la enorme mayoria de las investigaciones han sido realizadas en lineas
celulares derivadas de céancer de mama. A continuacion se describen
brevemente los trabajos considerados mas importantes y que indican una

posible relacién del p300 con el carcinoma mamario.

En la linea celular MCF-7 la sobreexpresion inducida de p300 aumenta la
transcripcion de los genes blanco del receptor de estrogeno actuando por lo
tanto como cofactor transcripcional (Hanstein et al, 1996). En esta misma linea
celular se ha reportado que una forma dominante negativa de p300 previene la
activacion transcripcional de p53 contrarrestando asi el arresto en Gy y la
apoptosis mediado por p53. Estos datos implican a p300 como un componente
importante de la sefializacion de p53 (Avantaggiati et al, 1997). En el mismo
sentido, se ha demostrado también en estas células que CBP/p300 interactla
fisicamente con el dominio de transactivacion de p53 y que dicha interaccion
incrementa la capacidad de p53 de activar a p21 enddgeno (Scolnick et al,
1997). Experimentos con células MCF-7 deficientes en p300 o CBP permitieron
demostrar que p300, pero no CBP, contribuye a la sensibilidad de las células a
la radiacién ionizante indicando que p300 funciona en la respuesta apoptotica
al dafo al ADN (Yuan et al, 1999). Ademas se encontré que los receptores de
acido retinoico regulan el arresto celular y la apoptosis de las células MCF-7
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modulando la expresion de CBP/p300 (Dietze et al, 2002). Por otro lado, se
observé que los REa actuando conjuntamente con p300 y CtBP1 intervienen
en la represion transcripcional de genes tempranos en células MCF-7 (Stossi et
al, 2009). También se ha reportado que en células MCF-7 el oncogén SKP2,
una ubiquitina ligasa implicada en la carcinogénesis mamaria que produce la
degradacion del inhibidor del ciclo celular p27Y"', es acetilado por p300
aumentando su estabilidad y funcién oncogénica (Inuzuka et al, 2012). El p300
también forma parte de un complejo transcripcional que tiene como blanco el
gen de la enzima catecol-O-metil transferasa. Un incremento de esta enzima
aumenta la conversion metabdlica de los estrogenos lo que a su vez reduce la

proliferacion de las células MCF-7 (Liu et al, 2013).

En células MCF-7 y HCC38 se demostr6 que p300 forma un complejo
transcripcional con Nrf2 que se une a sitios ARE sobre el promotor de BRCAL

activando su transcripcion (Wang et al, 2013).

En células MCF-7 y MDA-MB-231 tratadas con resveratrol se observé que
COX2 colocaliza en nucleo con p53 fosforilado en Serl5 y con p300 facilitando
de esta manera la apoptosis (Tang et al, 2006). También en estas células se ha
demostrado que p300 es parte del complejo de transcripcion de RhoA, proteina
que como es sabido est4d asociada al proceso de metastasis. Mooney y
colaboradores mostraron que p300 acetila ARN helicasas aumentado su
estabilidad y estimulando su habilidad de coactivar el receptor de estrogeno
contribuyendo potencialmente a su aberrante activacion en cancer de mama
(Mooney et al, 2010). Ademas se demostré6 que sobreexpresando p300 en
estas mismas células se reduce la inhibicion de BRCAl1 mediada por la
oncoproteina TAX (Shukrun et al, 2014).

En la linea celular MDA-MB-453 se descubrid que p300 esta involucrado en la
regulacion transcripcional del importante oncogén HER-2/neu (Chen & Hung,
1997).

En células de la linea T47D se observdo que la induccion de p21 por la
progesterona requiere de CBP/p300 y que Spl y CBP/p300 co-
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inmunoprecipitan con los receptores de progesterona (Owen et al, 1998). En
esta linea celular se ha estudiado la relacién entre p300 y BRCAL. Un trabajo
demuestra que existe asociacion fisica entre p300, CBP y BRCAL y que la
transactivacion mediada por BRCA1 esta incrementada por p300 y CBP. Este
efecto fue suprimido por la oncoproteina adenovirica E1A (Pao et al, 2000).
Otro estudio ha reportado que la capacidad de BRCA1 de reprimir la actividad
del receptor de estrogeno se correlaciona con su capacidad de inducir una
regulacion negativa de p300 observandose que esta Ultima interactia

directamente con el dominio AF-2 del REa (Fan et al, 2002).

En células SKBR3 se observd que la PGE2 a través de sus receptores
incrementa la interaccion P-CREB y p300 con el promotor de la citocromo P450
aromatasa, la cual cataliza la sintesis de estrégenos a partir de andrégenos
contribuyendo asi a la carcinogénesis mamaria dependiente de hormonas
(Subbaramaiah et al, 2008). También se ha demostrado que p300 influencia la
migracion celular a través de la acetilacion de cortactina quien esta
sobreexpresada en tumores de mama en relacién al tejido mamario normal
(Zhang et al, 2009).

En las células MDA-MB-361 se demostro que la melatonina inhibe a COX-2 y la
consecuente produccion de la prostaglandina E2 (PGE2) por medio de la
inhibicién de la actividad de p300 sobre NF-kB (Wang et al, 2012).

En las lineas de carcinoma mamario humano MDA-MB-231, HS578T vy
HBL100, Chang y colaboradores demostraron que la unién de la proteina
adenovirica E1A a p300 bloquea la acetilacién de la proteina de shock térmico
HSPA5 promoviendo su degradacion proteosémica. Es de destacar que
HSPAS5 promueve quimio resistencia y metastasis y que ha sido sugerido como
marcador de mal prondstico en pacientes con cancer de mama (Chang et al,
2014).

Como puede observarse los estudios en lineas celulares derivadas de
carcinomas mamarios sugieren que p300 puede intervenir en el cancer

mamario a través de diversos mecanismos. Ademas muestran que, como ya se
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indicG anteriormente para la relacion del p300 con el cancer en general,
también en cancer de mama hay evidencia indicando que puede actuar como

oncogén o como gen supresor tumoral.

A pesar de la evidencia que se acaba de presentar, obtenida en células en
cultivo e indicando que p300 tiene un rol en el cancer de mama existen, hasta
donde nuestro conocimiento alcanza, solo dos trabajos que investiguen este
mismo tema en modelos animales. En uno de ellos, en los que se utilizo tanto
células en cultivo como modelos animales se observdé que el factor de
transcripcion YB-1 expresado en cultivos tridimensionales de acinos de células
epiteliales mamarias normales promovié el fenotipo maligno de estas
estructuras incrementando la expresion y actividad de p300 lo cual condujo a
una remodelacion epigenética de la cromatina. Esta Ultima a su vez permitié
que YB-1 se uniera a promotores de genes que tuvieron como efecto Ultimo
reprimir el gen del supresor tumoral p16, lo cual condujo a un fuerte incremento
de la proliferacion. Sin embargo la transformacién maligna completa no se logré
hasta que las células fueron cotransfectadas con RSK2 y hTERT adquiriendo la
capacidad de desarrollar tumores en ratones que fueron clasificados como
cancer de mama de tipo basal (Davies et al, 2014). El segundo trabajo reporta
la inhibicién farmacologica de p300/CBP, aunque en forma no totalmente
especifica, con el inhibidor LO02. Esta inhibiciéon suprimié el crecimiento tumoral
en un modelo de xenotrasplante con células de la linea celular de céancer
mamario triple negativo MDA-MB-468 en ratones NU/NU (Yang et al, 2013).

Al momento de escribir esta tesis existen pocos trabajos que estudian p300 en
biopsias humanas de cancer de mama, ya sea en busca de mutaciones,
variantes genéticas o para establecer correlaciones entre su expresion y datos
clinicos e histopatolégicos En relacién al estudio del estado mutacional de p300
en carcinomas humanos se han reportado mutaciones que predicen una
proteina truncada postulando entonces que se trataria de un gen supresor
tumoral en cancer de mama y otros tumores epiteliales (Gayther et al, 2000).
Otro estudio que investigod la presencia de variantes genéticas de coactivadores
del receptor de estrogeno detecté que la distribucion de los genotipos de p300

lle997Val y GIn2223Pro fue similar entre los tejido tumorales y los controles
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(Wirtenberger et al, 2006). Bryan y colaboradores han reportado pérdida de
heterocigocidad (LOH) en la region cromosdémica en que se encuentra p300
(22913) en el 36 % de los tumores analizados pero sin detectar ninguna
mutacion somatica en el gen. Los autores sugieren que la ausencia de
mutaciones en p300 en las muestras tumorales que al mismo tiempo muestran
una alta frecuencia de LOH en 2213 puede indicar que un gen vecino es el
blanco de esta LOH (Bryan et al, 2002).

Con respecto a los estudios de expresion, la mayoria de los mismos
demuestran elevada expresion de p300 en estos tumores (Xiao et al, 2011;
Green et al, 2008; Vleugel et al, 2006 y Hudelist et al, 2003). Cabe destacar
gue solo dos de estos trabajos comparan la expresion proteica de p300 en el
tumor respecto al tejido adyacente de aspecto histolégico normal encontrando
una sobreexpresion de la proteina en la zona tumoral. (Xiao et al, 2011;
Hudelist et al, 2003). Con respecto a los estudios de correlacion de p300 con
pardmetros clinicos e histopatolégicos, en forma similar a lo detectado para
otros tipos de cancer, los resultados han sido contrapuestos. Por un lado se ha
asociado mayores niveles proteicos de p300 con un menor grado del tumor
(Green et al, 2008) y por otro se ha encontrado que mayor expresion de la
proteina se correlaciona con un pronéstico desfavorable de las pacientes (Xiao
et al, 2011). También se ha reportado que los niveles proteicos de p300 no se
correlacionan con el grado tumoral (Vleugel et al, 2006) o con la presencia de
ndédulos linfaticos con células metastasicas (nddulos positivos) (Hudelist et al,
2003).

Si bien hay trabajos que han reportado localizacion citoplasmética de p300
en cancer de mama (Hudelist et al, 2003; Xiao et al, 2011), en ninguno de ellos
se investigo si existia correlacion entre la localizacién subcelular de p300 y los
pardmetros clinico patoldgicos de las pacientes. Cabe destacar que dicha
correlacion ha sido detectada en otros tipos de cancer tales como melanoma
(Rotte et al, 2013; Bhandaru et al, 2014) y cancer de pulmoén (Gao et al, 2014).

¢Podria la localizacion subcelular de p300 estar relacionada con la regulacion

de su funcion? ¢La alteracion de esta localizacion podria tener alguna
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influencia en el desarrollo del cancer? Como se describira, en este trabajo de

tesis se ha aportado evidencia en este sentido.

Los datos expuestos en esta introduccion sugieren la hipétesis que la
desregulacion de la funcion normal de p300 podria tener influencia en la
transformacién maligna y progresion tumoral de varios tipos de cancer. Para el
carcinoma mamario en particular la informacién disponible es menos

concluyente.

Los estudios realizados en varias lineas celulares derivadas de carcinoma
mamarios humanos sugieren multiples mecanismos a través de los cuales el
p300 podria influenciar el desarrollo de este carcinoma sin llegar a un consenso
sobre si todos ellos son importantes o si algunas vias de accion son
predominantes. Ademas, al igual que para los canceres en general, surge aqui
evidencia indicando que la proteina puede actuar como supresora tumoral o

teniendo un rol oncogénico.

Los dos estudios que hemos podido encontrar en la bibliografia, uno directo y
otro indirecto, utilizando modelos animales de carcinoma mamario coinciden en

atribuir un rol oncogénico para p300.

Por otro lado, y al igual que en los estudios en lineas celulares, los pocos
estudios realizados en biopsias humanas han arrojado resultados dispares.

En conclusién, la informacién disponible esta fuertemente basada en estudios
en lineas celulares con muy pocos trabajo en modelos animales o utilizando
biopsias humanas. Los resultados muchas veces son confusos y hasta
contradictorios. No obstante la informacion disponible acerca de la relacion del
p300 con otros tipos de tumores hace suponer que también en cancer de
mama la desregulacion de esta importante proteina multifuncional puede estar
teniendo un rol. En este trabajo de tesis hemos intentado contrastar esta

hipotesis.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

La hipotesis principal de este trabajo de tesis es que alteraciones en el
funcionamiento normal del p300 promueven el desarrollo y/o la progresion
tumoral en carcinomas mamarios, incluyendo dentro de estas alteraciones la
perturbacion de su actividad acetilasa y una localizacion subcelular anormal.
Obviamente una hipotesis derivada de la anterior es que la inhibicién

farmacoldgica de la proteina podria ejercer efectos antineoplasicos.
Objetivo General

El objetivo general de este trabajo de tesis es la contrastacion de esta hipotesis
para lo cual realizaremos ensayos de modulacién de la actividad de p300 en
lineas celulares y en un modelo murino de cancer mamario. Como no siempre
los resultados obtenidos con estos modelos experimentales son
completamente trasladables al cancer humano, estos estudios se completaran
utilizando biopsias de pacientes en las que se estudiara la expresion y
localizacion intracelular de p300 y su asociacidon con parametros clinicos e

histopatoldgicos.
Objetivos Especificos

Con el fin de comprobar si la modulacion de la actividad acetilasa del p300
tiene efecto en la progresion del carcinoma mamario se estudiaran las
consecuencias de la inhibicion farmacolégica de dicha actividad sobre los
procesos celulares habitualmente desregulados en el cancer. Por esta razon se

establecieron los siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar el efecto de la inhibicion farmacoldgica de la actividad acetilasa de

p300 sobre la supervivencia celular en distintas lineas de carcinoma mamario.
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Aclaracion: se entiende como supervivencia celular las alteraciones en el
namero de células de una poblacion celular que pueden ser producidas por una

variacion de los procesos de proliferacion y/o apoptosis.

2. Estudiar los mecanismos celulares (proliferacién y apoptosis) y moleculares
a través de los cuales la inhibicion de la actividad acetilasa del p300 influencia

la supervivencia celular.

3. Estudiar el efecto de la inhibicién farmacoldgica de la actividad acetilasa en

la migracion e invasion celular.

Abundante evidencia indica que determinados aspectos del comportamiento de
las células en cultivo son diferentes a los de las células cuando se encuentran
formando parte integral de los tejidos en el organismo. Por esta razon, es
conveniente corroborar los resultados de los estudios realizados en células en
cultivo con ensayos realizados en modelos animales. Por lo cual el siguiente

objetivo fue:

4. Estudiar el efecto de la inhibicion farmacoldgica de la actividad acetilasa
sobre la progresién tumoral en un modelo murino de trasplante singeneico de

células de carcinoma mamario.

Cuando comenzamos a inhibir p300 en las células LM3, tanto en cultivo como
en los tumores del modelo animal, se pudo detectar una inusual localizacion
citoplasmatica de esta proteina. Por lo tanto otro objetivo especifico de esta

tesis fue:

5. Estudiar las caracteristicas subcelulares de la expresion de p300 en tumores
y tejidos mamarios normales en modelos animales de carcinoma mamarios con

los que se cuenta en el laboratorio.

Como se comentd anteriormente es sabido que no siempre los resultados

obtenidos en estudios utilizando células en cultivo o modelos animales son
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completamente trasladables al cancer humano. Debido a esto el siguiente

objetivo fue:

6. Estudiar las caracteristicas de la expresion de p300 en biopsias obtenidas de
pacientes con diagnéstico de carcinoma mamario y correlacionarla con

parametros clinicos e histopatolégicos.
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MATERIALES Y METODOS

Inhibidores de p300

Curcumina  (C.1.75300, Biopack), inhibidor especifico de p300
(Balasubramanyam et al, 2004; Marcu et al, 2006; Chen Y et al, 2007;
Morimoto et al, 2008; Sunagawa et al, 2014) fue disuelta en dimetilsulféxido
(DMSO, Sigma) para preparar 200 mM de solucion stock. Acido 2-(3-(3, 4-
Diclorobenzyloxi) fenoxi) pentadecanoico (VV56) y acido 2-(3-(3,4-
diclorobenzyloxi) fenoxi) hexadecanoico (VV59), inhibidores especificos de la
actividad acetiltransferasa de p300 (Eliseeva et al, 2007) fueron disueltos en
DMSO para preparar una solucién stock 100 mM. Estos dos ultimos inhibidores
fueron obtenidos como parte de una colaboracion con el Dr. Manfred Jung
investigador del Institute of Pharmacological Sciences, Albert Ludwig

University, Freiburg, Germany.
Inhibidor de proteosoma

MG132 (pubchem 462382, Calbiochem), es un inhibidor especifico de la
actividad del proteosoma. Fue disuelto en DMSO para preparar una solucion
stock de 100 mM.

Inhibidor de la formacion de agresomas

Tubacina (SIGMA), inhibidor selectivo de la histona deacetilasa 6 (HDAC6) y
por lo tanto bloquea la formacion de agresomas (Hideshima et al, 2005). Fue

disuelto en DMSO para preparar una solucién stock de 100 mM.
Lineas celulares

Se utilizaron las siguientes lineas celulares:
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La linea LM3 establecida a partir de pasajes sucesivos in vitro de un cultivo
primario del adenocarcinoma mamario murino M3 (Urtreger, et al 1997). No
expresan receptores de estrogeno (RE) ni de progesterona (RP).

La linea LMO5e fue establecida a partir de un tumor espontaneo de mama en
ratones BALB/c y responden a estrégeno. Estas dos lineas fueron gentilmente
cedidas por el Instituto de Oncologia Angel H. Roffo.

La linea T47D derivada de un tumor ductal de mama humano. Expresan los

receptores de estrégeno y progesterona.
La linea MDA-MB-231 derivada de un tumor ductal humano triple negativo.

Las células fueron mantenidas en Dulbecco's modified Eagle's medium
(DMEM, Sigma) excepto en el caso de las células de la linea MDA-MB-231 que
fueron cultivadas en RPMI (Roswell Park Memorial Institute Medium, Sigma).
Ambos medios fueron suplementados con 5 % v/v (LM3) y 10 % v/v (LMO5e,
T47D y MDA-MB-231) de suero fetal bovino (SFB) (Gibco) respectivamente, L-
glutamina (5 mM, Gibco), penicilina (Gibco, 100 U/ml), y estreptomicina (Gibco,
100 ug/ml) a 37 °C, bajo atmosfera de 5 % de COs..

Estudio de la supervivencia celular: ensayo WST-1 vy

conteo de células en camara de Neubauer

Para repicar las células se retir6 el medio de cultivo, se lav6 con 5 ml de PBS y
se agrego 500 pl de tripsina. Las células se resuspendieron por el agregado de
2 ml de medio estéril. Se extrajo una alicuota para contar el nimero de células
en camara de Neubauer. Las células se sembraron con una densidad de 1.500
células por pocillo en placas de 96 pocillos con 100 ul de medio de cultivo
completo. Luego de 24 h las células fueron tratadas con 25, 50, 75y 100 uM de
VV56, VV59 o vehiculo (DMSO) durante 12, 24, 48, 72 h hasta realizarse el
ensayo de WST-1 y posterior conteo en camara de Neubauer. El reactivo WST-

1 es metabolizado por las enzimas mitocondriales de las células viables (con
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metabolismo activo), generando formazan que es un compuesto que presenta
un color rojizo. El color del formazan producido por las células viables es
cuantificado mediante valoracion de la absorbancia del color de la solucién en
un espectrofotometro a una longitud de onda de 440 nm. Una vez finalizados
los tiempos de tratamiento, se afiadié a todos los pocillos el reactivo WST-1
diluido en medio de cultivo (1:10) incubando durante 1 h. Transcurrido este
tiempo se agitd levemente la placa para que el color resultante de la reaccion
del WST-1 aparezca homogéneo. Se extrajeron los 100 ul de cada pocillo y se
leyeron las absorbancias en un espectrofotometro (Jasco V-630).
Posteriormente se lavaron las células con PBS, se agregl tripsina y se
resuspendieron en 70 pl de medio de cultivo completo. Se extrajo una alicuota
(10 ul) y se conté el numero de células en camara de Neubauer por triplicado.
Cada tratamiento se realizo por triplicado para cada linea celular. Se grafico el
namero de células utilizando el software Graph Pad Prism 5 y se comparoé la
cantidad de células obtenidas luego del tratamiento con el inhibidor respecto al

control tratado con vehiculo.
Ensayo de migracion celular

Se realizé el ensayo de “wound healing” (Petit &Thiery, 2000). Este método
imita la migracién celular durante la cicatrizacion in vivo. Se sembraron las
células en placas de Petri de 35 mm de diametro y se cultivaron por 24 h hasta
que formaron una monocapa. Luego se hizo una herida con un tip de una
micropipeta de 200 ul dejando al descubierto una seccion de la monocapa
celular. Se retir6 el medio de cultivo y se afladié nuevo medio conteniendo los
inhibidores VV59 (12,5 uM), VV56 (12,5 uM) o el vehiculo (DMSO). Las células
fueron fotografiadas con un microscopio invertido Nikon Eclipse TE 2000S con
camara digital Sony Coolpix cada 4 h durante 24 h. Utilizando el programa
ImageJ se midi6 el area descubierta para cada tratamiento a los distintos
tiempos comparando los distintos tratamientos. Se realizaron gréaficos
representando el porcentaje de herida descubierta en los distintos intervalos de

tiempo, tomando un valor de 100 % de herida descubierta a O h. Los resultados
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representan el promedio de tres experimentos independientes + SD, con 4

réplicas cada uno.
Ensayo de Invasion Celular

El ensayo de invasion consiste en colocar insertos de membrana de
policarbonato (12 ym de tamafio de poro) en los pocillos de una placa de
cultivo celular. Estos insertos delimitan una camara superior y una inferior. La
superficie superior de los insertos se recubre con una capa uniforme de
Matrigel®. Las células invasivas son capaces de degradar las proteinas de la
matriz del Matrigel® y atravesar los poros de la membrana de policarbonato.
Finalmente las células que lograron atravesar la membrana son tefidas y
cuantificadas. Se colocaron 200 pl de Matrigel (Becton Dickinson, dilucién 1/10
en DMEM) por inserto de policarbonato y se dejé reposar por 30 min a
temperatura ambiente. Se sembraron células tratadas con VV59 o vehiculo
(12.500 células/well en 0,5 ml de medio DMEM) en las camaras superiores de
los insertos de policarbonato. Se agregé 500 ul de medio de cultivo DMEM
conteniendo 5 % (v/v) SFB (Gibco) a las camaras inferiores de los pocillos.
Luego de 16 h de incubaciéon a 37°C se retiraron los insertos, se lavaron
suavemente con 1 ml de PBS, se fijaron en metanol 100 % (v/v) por 10 minutos
(500 pl/pocillo) y finalmente se tifieron con cristal violeta 0,1 % (p/v) (Sigma) por
5 min. Luego se lavaron los pocillos para remover el exceso del colorante y las
células que habian quedado en la parte superior de los insertos se removieron
con un hisopo. Las células que habian atravesado los insertos hacia la cara
inferior de los mismos fueron contadas en 4 campos distintos por microscopia
Optica. Se utilizé el test de Student con p < 0,05 como criterio para la

significancia estadistica.
Analisis del ciclo celular por citometria de flujo

El andlisis del ciclo celular fue realizado por FACS (Fluorescence-Activated Cell
Sorter Analysis). Aproximadamente 1x10° células tratadas con VV59 (50 uM) o

vehiculo durante 24 h fueron tripsinizadas, lavadas con 1 ml de PBS y

Maria Kugenia ~sfermento Pagina 47



centrifugadas a 3.000 rpm por 3 min. Luego las células fueron resuspendidas
en PBS y centrifugadas nuevamente a 3.000 rpm por 3 min. Las células fueron
fijadas resuspendiéndolas mediante el agregado gota a gota de 1 ml de etanol
70 % (v/v) a -20 °C y conservadas hasta el momento de la tincion. Para realizar
dicha tincion las células fueron centrifugadas a 3.000 rpm por 4 min, lavadas 2
veces con PBS frio y resuspendidas en 0,5 ml de PBS conteniendo 10 ug/ml de
ioduro de propidio (IP, Roche) y 250 ug/ml RNasa A. El IP se intercala en la
cavidad mayor de la doble cadena del DNA y produce un aducto altamente
fluorescente que puede ser excitado a 488 nm con un ancho de emision
centrado en alrededor de 600 nm. Dado que el IP también puede unirse al
ARN, es necesario tratar a las células con ARNasa para una 6ptima resolucion
del DNA. Para el andlisis se utilizé un citbmetro de flujo FACSCalibur Becton
Dickinson usando una longitud de onda de excitaciéon de 488 nm y de 585 nm
de emision. Cien mil células fueron analizadas por cada muestra. Se emple6 un
programa para histogramas de deconvolucion de la frecuencia del contenido de
DNA (ModFit LT cell cycle analysis software) y se grafico el % de células en las
distintas fases del ciclo celular. Ademas, los datos fueron analizados con el

software Cell Quest (Becton Dickinson).

Analisis de apoptosis por microscopia y por citometria

de flujo

Las células apoptéticas fueron analizadas utilizando el “Annexin V-FITC
Apoptosis Detection Kit” (AV, 556420) siguiendo las instrucciones del fabricante
(BD Pharmingen). Se observaron y cuantificaron mediante microscopio de luz y

por citometria de flujo.
Analisis por microscopia

Las células fueron tratadas con 50 uM de VV59 o su vehiculo (DMSO) durante
24 h. Luego de los tratamientos correspondientes las células fueron
tripsinizadas, colectadas y centrifugadas a 1.500 rpm durante 5 min. Luego

fueron lavadas dos veces con PBS y resuspendidas en buffer de binding (10
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mmol/l HEPES (pH 7,4), 150 mmol/l NaCl, 2,5 mmol/l CaCl2) a una
concentracion de 1x 106 células/ml. Se tomaron 100 ul de las células
resuspendidas y se les agregd 5 ul de anexina V-FITC, luego se incubaron en
la oscuridad a temperatura ambiente (25 °C) por 15 min. Finalmente se agrego
400 pl de buffer de binding a cada tubo. Por ultimo una alicuota fue colocada
en un portaobjeto y observada dentro de los 5 min. Se cont6 el nUmero de
células con marcacién y sin marcacion de anexina V que habia en 10 campos
al azar. Se utiliz6 el test Chi-cuadrado con p < 0,05 como criterio para la

significancia estadistica.

Analisis por citometria de flujo

Las células fueron tratadas con 50 uM de VV59 o su vehiculo (DMSO) durante
24 h. Luego de los tratamientos correspondientes las células fueron
tripsinizadas, colectadas y centrifugadas a 1.500 rpm durante 5 min. Luego
fueron lavadas dos veces con PBS y resuspendidas en buffer de binding
anteriormente mencionado a una concentraciéon de 1x 10° células/ml. Se
tomaron 100 pl de las células resuspendidas y se les agregd 5 ul de anexina V-
FITC y 10 ul de IP, luego se incubaron en la oscuridad a temperatura ambiente
(25 °C) por 15 min. Finalmente se agregd 400 ul de buffer de binding a cada
tubo. Por ultimo, 100.000 células fueron analizadas por cada muestra en un
citometro de flujo FACSCalibur becton Dickinson durante el transcurso de la
hora siguiente. Se realizaron los siguientes controles para establecer las
compensaciones y los cuadrantes: 1) células sin tefiir, 2) células tefiidas
solamente con AnexinaV-FITC (sin IP) y 3) células tefiidas solamente con IP
(sin AnexinaV-FITC). Se realizaron tres experimentos independientes por
duplicado. Los datos fueron analizados con el software Cell Quest (Becton
Dickinson). Se graficé y cuantificé el % de células con marcacion AV y IP
positiva (apoptosis tardia), AV positiva y IP negativa (apoptosis temprana), AV

negativa y IP positiva (necrosis) y AV y IP negativa (células viables).
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Inmunofluorescencia (IF)

Células tratadas con el inhibidor de p300

Se sembraron 1x10° células en placas de 35 mm de diametro conteniendo
cubreobjetos, se incubaron hasta llegar al 50 % de confluencia y se trataron
con VV59 (12,5 uM) durante 12 h. Luego del tratamiento las células se fijaron
en paraformaldehido (PFA) en PBS (4 %) durante 10 min, se lavaron tres veces
con PBS, se permeabilizaron en una solucién de 0,2 % Tritdn (Sigma) en PBS
durante 15 min, se bloquearon con BSA en PBS (1 %) por 60 min y se
incubaron en cdmara himeda con 150 ul de una dilucion 1/100 del anticuerpo
primario p300 (sc-584 y sc-585, Santa Cruz Biotechnology) en solucion de
bloqueo durante 1 h. A continuacion se lavaron las células tres veces con PBS
durante 5 min y se incubaron en oscuridad en camara humeda con una dilucién
1/1000 del anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con Alexa 566
(Molecular Probes, Invitrogen) en solucion de bloqueo durante 1 h. Finalmente
se realizd un lavado con PBS por 5 min para luego tefir los nucleos con una
solucién de DAPI en PBS.

Para observar la formacion de lamelipodios luego de que las células fueron
bloqueadas se incubaron 30 min con faloidina-rodamina 1/100, luego se realiz6
un lavado con PBS por 5 min para luego tefiir los ntcleos con una solucién de
DAPI en PBS.

Los preparados fueron observados en un microscopio de fluorescencia Nikon
I80 con adquisicién de fotografia Nikon ACT-1 Version 2.63 (Copyright © 2000,
Nikon Corporation). Los parametros de adquisicion de la imagen fueron
optimizados para cada foto individual, a fin de que la ganancia de la sefal no
se encuentre saturada y la sefial de fondo/ruido sea casi nula. La evaluacion de
las IF se llevé a cabo observando la marcacion en un total de 500 células en 10
campos elegidos al azar. Las fotografias de las IF realizadas para observar los
filamentos de actina fueron tomadas con un microscopio confocal (Leica TSP2)
y analizadas con ImageJ 1.37v (NIH). Se contaron las células del borde de las
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colonias que contenian o no lamelipodios analizando 10 campos de 400 X al
azar (Filigheddu et al, 2011).

Células tratadas con el inhibidor MG132 y tubacina.

Se sembraron 1x10° células en placas de 35 mm de didmetro conteniendo
cubreobjetos, se incubaron hasta llegar al 50 % de confluencia y se trataron
con MG132 (5 pM), vehiculo (DMSO) o tubacina (10 uM) durante 12 h. Luego
del tratamiento las células se fijaron en PFA en PBS (4 %) durante 10 min, se
lavaron tres veces con PBS, se permeabilizaron en una soluciéon de 0,2 %
Tritbn en PBS durante 15 min, se bloquearon con BSA en PBS (1 %) por 60
min y se incubaron en camara humeda con 150 ul de una diluciéon 1/100 del
anticuerpo primario en solucion de bloqueo durante 1 h. A continuacion se
lavaron las células tres veces con PBS durante 5 min y se incubaron en
oscuridad en cémara hdmeda con una dilucion 1/1000 del anticuerpo
secundario en solucion de blogqueo durante 1 h. Finalmente se realizé un
lavado con PBS por 5 min para luego tefiir los ndcleos con una solucion de
DAPI en PBS. Los anticuerpos primarios usados fueron p300 (sc-584 y sc-585),
ubiquitina (mezcla monoclonal de P4D1 and 13-1600, Santa Cruz
Biotechnology y Zymed, respectivamente). Los anticuerpos secundarios fueron
anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con Alexa 566 (Molecular Probes,

Invitrogen) y anticuerpo secundario anti-ratén conjugado con Alexa 488.

Las imagenes fueron observadas y adquiridas como se describié previamente
en las células tratadas con VV59. La presencia de una Unica acumulacion
perinuclear fue considerada indicativo de formacién de agresoma. Se observé
ausencia/presencia de acumulaciones perinucleares marcadas con ubiquitina
(agresomas) en 200 células de campos al azar. Se determinaron valores

promedios con sus respectivas desviaciones estandar (SD).

Maria Kugenia ~sfermento Pagina 51



Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS — PAGE)
y Western Blot

Preparacién de lisados celulares

Las células fueron sembradas en placas y tratadas con 50 uM de VV59 o
vehiculo (DMSO) durante 4, 12, 18 y 24 h, luego se les retir6 el medio, se
lavaron con PBS y se les adicion6 75-150 ul de buffer de lisis (2 % TRIS 1M, 1
% Triton-X 100, 0,5 M EDTA 0.5 M, 2 % NaCl 1M) al cual se le agrego
previamente 1 pl de cocktail de inhibidores de proteasas, se levantaron las
células con espatula y se las colocé en tubos eppendorf. La mezcla se dej6

reposar durante 30 min en hielo.
Medicidn de la concentracion de proteinas

Para la determinacién de la concentracidén proteica se confeccion6 una curva
de calibrado constituida por cantidades crecientes de un estdndar de BSA 1
mg/ml en un volumen final de 1 ml de reactivo de Bradford (RB) (BioRad). Se
leyeron las absorbancias de los estandares a 595 nm. Paralelamente se

prepararon y trataron las muestras incégnitas de igual manera por duplicado.
Preparacion de las muestras

Se realizaron los célculos necesarios para llevar el volumen del lisado a la
concentracion de proteinas deseada con buffer de lisis y buffer muestra 4 X
(Tris1 M 2,4 ml pH 6,8, SDS 0,8 g, glicerol 4 ml, 0,01 g azul de bromofenol, 1
ml BME, H,O destilada 2,8 ml). Finalmente se calent6 la mezcla por 5 min a 90

°C. Los lisados se conservaron a -20 °C hasta su utilizacion.
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Electroforesis

Para la separacién de proteinas por peso molecular se realiz6 electroforesis en
geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes al 5 %, 12 % o 15 %
segun la proteina de interés. Para ello se prepararon geles de stacking y de
separacion en las proporciones detalladas en los cuadros que se muestran a
continuacion. Se sembraron en una calle 10 yl de marcador de peso molecular
(See Blue Plus, Invitrogen) y en las restantes 30, 50 o 100 yg de proteinas
segun los casos. Se realizo la separacion en buffer de electroforesis a 0,04 A
para proteinas migrando sobre el gel de stacking y a 0,06 A cuando penetran al
gel de separacion, hasta terminar la corrida.

Buffer Electroforesis 1 X

Tris Base 3 g

Glicina 14,4 g

SDS 10 % 10 mL

H,O Milli Q hasta completar 1 L

Gel Stacking 5 % (10 ml) Gel Separacién 12 % (25 ml) Gel Separacién 15 % (25 ml)

H,0 6,8 ml H,O 8,2 ml H,O 5,7 ml

Tris1 M pH 6,8 1,25 ml Tris 1,5M pH 8,8 6,3 ml Tris 1,5M pH 8,8 6,3 ml
Acrilamida/bis-acrilamida 30  Acrilamida/bis-acrilamida Acrilamida/bis-acrilamida 30 %
% 1,7 ml 30 % 10 ml 12,5 ml

SDS 10 % 0,1 ml SDS 10 % 0,25 ml SDS 10 % 0,25 ml

TEMED 0,01 ml TEMED 0,01 ml TEMED 0,01 ml

APS 10 % 0,1 ml APS 10 % 0,25 ml APS 10 % 0,25 ul

Transferencia a membrana de PVDF

Una vez concluida la separacion electroforética una de las caras del gel fue
apoyada sobre una membrana de PDVF (Millipore), previamente activada con
metanol por 1 min, ambos fueron colocados entre papeles de filtro previamente
humedecidos en buffer de transferencia (ver tabla a continuacion) y a su vez
colocados entre dos esponjas de poro grande y dentro de un soporte plastico.

Toda la construccion fue sumergida en la camara electroforética con buffer de
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transferencia 1 X con la membrana de PVDF del lado anodico. La transferencia
se llevé a cabo a 0,3 A durante 1,30 o 2 h dependiendo de la proteina de
interés. En el caso de p300 la transferencia se hizo a voltaje constante (45 v)
durante 4 h con un buffer particular (ver tabla a continuacion). Las membranas

fueron lavadas con PBS, secadas y guardadas a 4 °C hasta su utilizacion.

Buffer Transferencia 1 X

Tris Base 3,03 g

Glicina 14,4 g

Metanol 200 mL

H,O Milli Q hasta completar 1 L

Buffer Transferencia 1 X para p300
Tris Base 3,03 g

Glicina 57,6 g

SDS 10% 2 mL

H,O Milli Q hasta completar 1 L

Inmunodeteccién de proteinas

Las membranas fueron activadas en metanol por 1 min y colocadas en PBS,
luego fueron bloqueadas con leche descremada al 5 % en PBS en agitacion
continua durante 30 min. Posteriormente se realizaron 3 lavados de 5 min en
PBS y se procedié a incubarlas durante toda la noche en camara fria con una
dilucién adecuada de anticuerpo primario preparada en una solucién de BSA
0,4 % en PBS. Luego se realizaron 3 lavados con Tween-20 0,01 % en PBS e
inmediatamente se incubd la membrana con una dilucién 1/1000 del anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa de rabano picante especifico preparado
en leche descremada al 5 % disuelta en PBS a temperatura ambiente durante 1
h en agitacion. Finalmente se realizaron 3 lavados por 5 min con Tween-20
0,01 % en PBS y se procedi6 a revelar las membranas. Se emple6 para ello el
reactivo de quimioluminiscencia ECL Plus (GE Healthcare) procediendo a
efectuar la reaccién segun las especificaciones indicadas por el proveedor.
Para su uso posterior, las membranas fueron lavadas 3 veces con PBS,

secadas y guardadas a 4 °C. Los anticuerpos primarios usados fueron
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policlonal de conejo anti-Bax (Santa Cruz Biotechnology, sc-493), policlonal de
conejo anti-p300 (Santa Cruz Biotechnology, sc-584 y 585), policlonal de
conejo anti-p53 (Santa Cruz Biotechnologies, sc-6243), purificado de raton anti-
p21 (BD Biosciences, cat: 556430), purificado de ratén anti-p27(Kipl) (BD
Biosciences, cat: 610241), anti-pBad, conejo anti-ciclina D (Thermo Scientific,
RM-9104-S1), conejo policlonal anti-ciclina E (Santa Cruz Biotechnologies, sc-
481). El anticuerpo policlonal de cabra anti-B-actina (Santa Cruz

Biotechnologies, sc-1615) fue usado como control de carga.

Cuantificacion de ARNm por PCR en tiempo real

cuantitativa

Oligonucledtidos

A continuacion se detallan los oligonucleétidos utilizados para p300 que fueron
disefiados con el programa Primer-BLAST
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primerblast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHom)

y sintetizados por Sigma Integrated DNA Technologies.

Foward: 5°- ACCCTTCCCAGCCTCAAACTAC -3
Reverse: 5- AACAGCCATCACAGACGAATCC -3

Aislamiento del ARN

Células confluentes cultivadas en placas de 100 mm de didmetro se lisaron con
1 ml de reactivo Trizol (Invitrogen, EEUU). Se removio el material insoluble por
centrifugacion a 12.000 x g a 4 °C por 10 min. Posteriormente se agregaron 0,2
ml de cloroformo a cada tubo, se mezclaron vigorosamente por 15 seg, se
incubaron a temperatura ambiente por 2 min, se centrifugaron a 12.000 x g a 4
°C por 15 min y se transfirieron las fases acuosas con el material ribonucleico a
viales estériles para ser tratados con un kit comercial (SV Total RNA Isolation
System; Promega, EEUU) con el objeto de obtener muestras de ARN de alta

pureza. A cada preparacion se adicionaron 175 pl de buffer de lisis con el
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agregado de beta-mercaptoetanol y 350 ul de buffer de dilucion mezclandose
por inversion 3 a 4 veces. Luego se centrifugaron por 10 min y se transfirieron
los sobrenadantes a las columnas de afinidad. Se agregaron 200 pl de etanol
95 % y se centrifugaron por 1 min. Se adicionaron 600 pl de solucién de lavado
de ARN, se centrifugaron por 1 min, se descarto el eluido y se incubaron las
muestras con DNAsa | a temperatura ambiente por 15 min. Se agregaron 200
pl de solucion de stop de la DNasa, se centrifugd por 1 min y se realizaron 2
tratamientos con 600 ul y 250 pl de solucién de lavado. Finalmente, se eluyo el
ARN con 40 ul de H,O libre de ARNasas y se conservd a -70 °C hasta su

posterior utilizacion.

Preparacion del ADN complementario (cDNA)

El ARN extraido fue utilizado para sintetizar fragmentos de cDNA de simple

hebra. Para ello se comenzo utilizando la siguiente mezcla:

ARN (10-100 ng/ul) 10 pl
Oligo dT 500 ng/pl 1 ul
DTT0.1M 1
H,O-DEPC -l

Esta mezcla fue incubada a 65 °C durante 5 min y enfriada en hielo para
eliminar las estructuras secundarias del ARN y posteriormente se le agregé lo

siguiente:

5 x Solucién tampén MMLV 4 ul
RNAsin, 40U/ ul (Promega, EEUU) 1 pl
DTTO0,1 M 1l
dNTPs mix 10 mM 1l

MMLV RT 200U/ ul (Promega, EEUU) 1 pl

La reaccion fue incubada a 37 °C durante 1,5 h y el producto fue conservado a
-20 °C.
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PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR)

Para llevar a cabo la PCR en tiempo real se utilizé la siguiente mezcla de

reaccion:

Mezcla Real 2 x (Biodynamics) 12,5 pl
Primer Fw 10 puM 0,5 ul
Primer Rv 10 uM 0,5 ul
cDNA (obtenido en la reaccion de retrotrancripcion) 2,5 ul
H.0 9,0 ul

Las amplificaciones en tiempo real fueron realizadas en el equipo Rotor-
GeneTM 6000, Corbett-Research (Corbett Robotics Inc., EEUU). El andlisis de
la expresion relativa de los genes en estudio fue realizada utilizando el método
de 2 ~A2¢! (Livak & Schimittgen, 2001). Para que la aplicacién de tal método
sea valida se requiere que las eficiencias de amplificacion de los genes a
analizar y del control bajo las mismas condiciones térmicas sean similares y
cercanas a 1 (0,85-1,15). Para ello, se realizaron diluciones seriadas de un
cDNA patron abarcando un rango de 0,2; 0,1; 0,01; 0,005 de la preparacion
original. Si los valores de las eficiencias experimentales se encuentran dentro

de los limites del margen indicado es aceptado el método seleccionado.
Cuantificaciéon y pureza de los acidos nucleicos

Las concentraciones y pureza de los acidos nucleicos fueron determinadas
espectrofotométricamente (Sambrook et al, 1989). Para determinar la
concentracion de ADNc y ARN se midi6é la absorbancia a 260 nm y 280 nm.
Una unidad de absorbancia a 260 nm y con un camino Optico de 1lcm,
corresponde a 50 pug/ml para ADN de doble hebra y 40 ug/ml para &cidos
nucleicos monocatenarios. La relacion de las lecturas a 260/280 debe de ser
alrededor de 1,65-1,85 para las muestras que contienen ADN y alrededor de 2
para las que contienen ARN (Sambrook et al, 1989).
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Electroforesis en gel de agarosa

Las muestras fueron separadas por electroforesis en un gel de agarosa 1,5 %
(p/v) en buffer TAE (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA pH 8) conteniendo 0,3
pg/ml bromuro de etidio (Sambrook et al, 1989). Los productos de amplificacion
se sembraron en una proporcion 5:1 de muestra de ADN en la solucién de
siembra. Los tamafios de las moléculas se calcularon usando como marcador
de peso molecular 1 Kb Ladder (Invitrogen, EEUU). Las corridas
electroforéticas se realizaron a 70 V en buffer TAE. Los geles fueron
observados en un transiluminador con fuente UV (300 nm) y fotografiados

utilizando una camara digital.

Modelos animales

Modelo de carcinogénesis quimica de mama en ratas Sprague Dawley

A los 40 dias de edad los animales fueron sedados con Acedan (250 pul/kg de
peso) y se les administré por via endogastrica una Unica dosis de 7,12-
dimetilbenza-a-antraceno (7,12-DMBA), 80 mg/kg de peso en aceite de maiz,
con la ayuda de una sonda. Los animales fueron controlados posteriormente a
su tratamiento con el carcindgeno realizandoles palpacién de las glandulas
mamarias dos veces por semana. Al momento de la aparicién de los tumores (5
meses en promedio desde el momento de la induccién quimica) los animales
se sacrificaron bajo una atmésfera de CO, segun recomendaciones de la Guia
de Buenas Préacticas con Animales de Experimentacion, se disecaron los
tumores y glandula mamaria normal, se fijaron en formol y se procesaron
histolégicamente como se detalla en procesamientos histologicos para evaluar

por inmunohistoquimica la expresion de p300 en tejido tumoral y mama normal.

Cultivos primarios

Se tomaron 10 mm de tejido para realizar cultivos primarios de células

derivadas de explantos tumorales y de glandulas mamarias normales con el fin
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de estudiar la formacion de agresomas en los mismos. Estos cultivos fueron
realizados como se describié previamente (Curino et al, 2005), con algunas
modificaciones. Brevemente, se disecO en forma estéril el tumor mamario o la
mama normal y se llevd a placa de petri conteniendo medio DMEM/F12 sin
suero. Se disgregd en trozos muy pequefios y se llevd a incubacion con
solucién enzimatica (2,5 mg/ml tripsina, 5 mg/ml albumina y 850 U/ml de
colagenasa tipo Il en PBS) durante 20 minutos con agitacién continua a 37 °C.
La fase liquida de la suspension se removio y el tejido aun sin digerir se volvio
a incubar durante 20 min con solucion enzimatica. Se freno la reaccion
afadiendo medio DMEM/F12 con 10 % de suero. Se centrifugd a 1.000 rpm por
10 min y se removié el sobrenadante. Las células epiteliales y fibroblastos
fueron separados por una modificacion de la técnica de sedimentacion como se
describié previamente (Dran et al, 1995). Brevemente, las células fueron
resuspendidas en 20 ml de medio DMEM/F12 con 10 % de suero y se dejo
precipitar durante 20 min, las células del sobrenadante fueron descartadas y
las células sedimentadas fueron resupendidas en 20 ml de medio DMEM/F12
con 10 % de suero y se dejaron sedimentar durante 20 min, el procedimiento
fue repetido 10 veces. Las células sedimentadas se resuspendieron en medio
de cultivo, se sembraron en placas de 35 mm sobre cubreobjetos cubiertos de
poly-D-lisina y se incubaron durante 24 h hasta que las células se adhirieron.
Las células fueron mantenidas en medio DMEM/F12 con 10 % de suero en
incubador con 5 % de CO.,. El medio se cambi6 cada 2-3 dias hasta llegar a

confluencia, momento en el cual se realizan los tratamientos.

Modelo murino transgénico MMTV-PymT

El transgen utilizado para el desarrollo de este modelo consta de una
construccion que contiene al promotor del virus tumoral mamario murino
(MMTV) y el antigeno T medio también de origen virico (Guy et al, 1992). Este
promotor responde a los receptores estrogénicos de las células mamarias
cuando estos son activados por sus ligandos hormonales de manera que dirige
la expresion del oncogén virico T medio limitandolo al tejido mamario iniciando
alli las etapas de la carcinogénesis. Los animales se sacrificaron en diferentes

etapas de la progresion del carcinoma mamario bajo una atmosfera de CO, y
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se resecaron los tejidos. El modelo consta de las siguientes etapas: normal,
hiperplasia, adenoma/MIN (adenoma-neoplasia intraepitelial mamaria),
carcinomas tempranos y tardios. El material obtenido se destind para su
posterior procesamiento por las técnicas histologicas y evaluacion por
inmunohistoquimica de la expresion de p300. Se contd para su utilizacion en
esta tesis con numerosos tacos de parafina conteniendo tejidos en todas las
etapas de la progresion tumoral que presenta el modelo y glandulas mamarias
normales, obtenidos por el director de esta tesis durante su formacion
posdoctoral en la Rama de Cancer Oral y Faringeo (OPCB) del Instituto

Nacional de Investigaciones Dentales y Craneofaciales (NIDCR, NIH, USA).

Modelo de implante subcutaneo de células LM3 en ratones singeneicos
BALB/C

Para la obtencion de este modelo se utilizaron ratones hembras de la cepa
BALB/C. Los animales fueron mantenidos bajo condiciones de luz/oscuridad de
12 h cada uno y con acceso a alimento y agua ad libitum. En este estudio se
emplearon 36 ratones hembras virgenes de 3 meses de edad con 20 g de peso
(adquiridos en la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional
de La Plata, Argentina). A los 70 dias de edad se les inyect6é en forma
subcutanea 4 X10° células en 100 pl de medio DMEM libre de suero en el
flanco derecho utilizando una jeringa tipo insulina con aguja 30G X 1/2. Cuando
los tumores alcanzaron un volumen de 50 a 70 mm?® los ratones fueron
divididos aleatoriamente en 4 grupos y fueron inyectados de la siguiente
manera: 6 ratones con curcumina (50 mg/kg en DMSO/DMEM sin suero), 6
ratones con vehiculo de curcumina, 12 ratones con VV59 (45 mg/kg en
DMSO/DMEM sin suero), 12 ratones con vehiculo de VV59. Cada raton recibio
3 aplicaciones semanales durante 3 semanas. Luego de las 9 aplicaciones, los
animales fueron sacrificados por dislocacion cervical segun recomendaciones
de la Guia de Buenas Practicas con Animales de Experimentacion. Los
tumores disecados se midieron, se pesaron, se fotografiaron y se fijaron con
formol al 10 % en PBS durante 24 h para su posterior procesamiento por
técnicas histologicas. Para analizar el volumen de los tumores disecados en

ambos grupos se empled la férmula /6 x a x b x ¢, donde a, b y ¢ son las 3
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dimensiones del tumor (se asume una forma elipsoidal; Geran et al, 1972).
También se removieron las glandulas mamarias y se fijaron en formol al 10 %
en PBS durante 24 h para su posterior procesamiento por técnicas histolégicas.
Se examino la invasion tumoral a la cavidad abdominal tal como ha sido
descripto previamente (Bruzzone et al, 2009). Brevemente, se observo en el
momento de la diseccion si el tumor atravesé la pared muscular abdominal e
invadi6 la cavidad abdominal o si el tumor permaneci6 en el tejido subcutaneo
sin atravesar la pared muscular para ingresar a la cavidad abdominal. Se
realizd un test Chi- cuadrado para analizar si las diferencias en invasion entre
los grupos eran significativas. Se examinaron todos los d&rganos
macroscopicamente en busca de metastasis. Para cuantificar las metastasis
pulmonares estos organos fueron disecados y fijados en Bouin (ver tabla a
continuacion) durante 24 h (Kim et al, 2011). Luego se procedié a contar y
fotografiar las metastasis en la superficie de los Iébulos pulmonares de cada
raton utilizando una lupa Nikon 180 con adquisicion de fotografia Nikon ACT-1
Version 2.63 (Copyright © 2000, Nikon Corporation). Una vez realizado el
conteo, los pulmones se destinaron para su posterior procesamiento por

técnicas histolégicas.

Fijador Bouin pH 2,2

Solucién acuosa sobresaturada de acido picrico 2 g/100 ml 700 ml
Formol 40 % 250 ml
Acido acético glacial (al momento de su utilizacién) 50 ml

Técnicas Histoldgicas

Procesamiento de 6rganos y tumores para histologia

Los érganos y tumores de los ratones fueron disecados y colocados en moldes
individuales, enjuagados bajo agua corriente durante 15 min, escurridos y
colocados en concentraciones crecientes de alcohol (70, 80, 96 y 100 %)
durante 1 h cada una, posteriormente se colocaron en xilol por 2 h, se secaron
y pasaron a recipientes con parafina a 56 °C. Transcurridas 3 h se procedio a

armar los tacos y rotularlos. Se realizaron cortes de 0,5 um de espesor con un
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micrétomo Leica RM 2145 y se colocaron en portaobjetos. Posteriormente se
sumergieron en xilol y se colocaron en estufa a 60 °C por 30 min para fundir la
parafina. Posteriormente los tejidos fueron rehidratados por medio de inmersién
en una secuencia de soluciones alcohdlicas de concentracion decreciente (100,
96, 80 y 70 %, 5 min en c/u). Luego se colocaron en agua destilada por 5 min,
se tifleron con hematoxilina (ver tabla a continuacion) por 15 seg y se
sumergieron en alcohol 70 % 2 min. Posteriormente se tifieron con eosina (ver
tabla a continuacién) por 30 seg y se deshidrataron en soluciones alcohdlicas
de concentracién creciente (70, 96, 100 %, 30 seg en c/u). Finalmente se
colocaron en xilol y se realizd el montaje en medio Permount (Fisher Scientific).
Los preparados fueron observados con un microscopio Olympus CX31

equipado con una camara Lumera Infinity Microscopy USB 2.0.

Hematoxilina segln Harrys Eosina

Hematoxilina 50 Eosina 19
Alcohol 100 50 ml Agua destilada 100 ml
Alumbre de K 100 g Alcohol 96 780 ml
Agua destilada 920 ml Floxilina B (1g/100mI H20d) 10 ml
Oxido rojo de Hg 25¢g Acido acético 4 ml
Acido acético 30 ml

Evaluacién del indice mitético

La evaluacién del indice mitotico se llevo a cabo utilizando preparados tefiidos
con H&E. Para evaluarlo se contaron las figuras mitéticas tipicas y atipicas en
10 campos de 400 X al azar. El indice mit6tico fue calculado como la media de
todas las figuras mitéticas observadas. Con el fin de que estas cuantificaciones
fueran analizadas por un investigador con experiencia en las mismas y que
desconociera el tratamiento al que fue sometido cada preparado, este analisis

fue realizado por el médico patélogo Julian Arévalo.
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Inmunohistoquimica (IHQ)

Se realizé IHQ para analizar la expresion de p300 en las biopsias humanas y
en biopsias de tumores y glandula mamaria normal de los distintos modelos
animales. Ademas, en el modelo singeneico de inoculacion de células LM3 se
analizd la expresion de Bax y Ki-67 como indicadores de apoptosis y
proliferacion respectivamente. Inicialmente se colocaron los preparados en
estufa a 55 °C por 30 min para fundir la parafina. Posteriormente los tejidos
fueron desparafinados con xilol 100 % a 55 °C por 20 min y a temperatura
ambiente por 10 min y rehidratados sumergiéndolos sucesivamente en etanol
100 % por 10 min, etanol 96 % por 10 min a temperatura ambiente y en un
bafio final de peroxido de hidrogeno 3 % en alcohol al 96 % con el fin de
eliminar la actividad peroxidasa enddégena. Los preparados fueron lavados 2
veces con PBS por 5 min y fueron bloqueados con una solucién de BSA 2 % en
PBS durante 30 min en una camara humeda. Luego fueron incluidos en una
solucion de anticuerpo primario diluido en BSA 2 % disuelta en PBS a 4 °C
durante la noche. En todos los casos el mismo proceso fue aplicado sobre un
preparado control en ausencia del anticuerpo primario. Posteriormente fueron
lavados 3 veces con PBS durante 5 min y fueron incubados con una dilucion
1/400 del anticuerpo secundario (anti conejo o anti cabra biotinilado segun
corresponda) preparado en BSA 2 % disuelta en PBS a temperatura ambiente
por 30 min en camara humeda. Al mismo tiempo se prepar6 el reactivo ABC
Vectastain (Vector Laboratories) en PBS, dilucion 1/50, dejandolo reaccionar a
temperatura ambiente en la oscuridad durante 30 min antes de su utilizacién.
Los preparados fueron lavados 3 veces con PBS durante 5 min, fueron
incubados con el reactivo AB a temperatura ambiente durante 30 min en
camara humeda en oscuridad y posteriormente se realizaron 3 lavados finales
con PBS por 5 min. Se preparoé el reactivo de diaminobencidina/H,O; (Sigma) y
posteriormente se agregaron bajo el microscopio éptico 200 ul del mismo sobre
el tejido, controlando el desarrollo de la reaccion. Como coloracion de contraste
fue realizada una tincion con hematoxilina de Meyer (Zymed) por 1 min 30 seg.
Finalmente los tejidos fueron deshidratados efectuando inmersiones
consecutivas de los mismos en bafios de etanol 70 %, 96 % y 100 %

respectivamente durante 4 min y fueron aclarados con xilol 100 %. Se
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montaron en medio Permount (Fisher Scientific) y se dejaron secar hasta el dia
siguiente para ser analizadas con microscopio de campo claro. Se examinaron
con un microscopio Olympus (CX31). Los anticuerpos primarios usados fueron:
policlonal de conejo anti-p300 (sc-584 and 585), polyclonal de cabra anti-Ki-67
(sc-7846) y polyclonal de conejo anti- Bax (sc-493), de Santa Cruz
Biotechnology.

Evaluacién de lainmunomarcacion

Con el fin de que estas cuantificaciones fueran analizadas por un investigador
con experiencia en las mismas y que desconociera el tratamiento al que fue
sometido cada preparado, las muestras fueron evaluadas y semicuantificadas
por el médico patdlogo Julidn Arévalo. Para semicuantificar la expresion de
p300 se tuvo en cuenta el nimero de células tefiidas y la intensidad de la
tincion, usando el score inmunoreactivo (IRS) sugerido por Remmele y Stegner
(Remmele & Stegner, 1987). El IRS es el producto de la intensidad de tincién
por el porcentaje de las células tefiidas. Se utilizé el siguiente criterio para la
intensidad de la tincién: 0 (negativo); 1 (tincion débil); 2 (tincibn moderada) y 3
(tincion fuerte). Se graduo entre 1y 4 el porcentaje de células tefidas, siendo 1
<25 %; 2 entre 26 % y 50 %; 3 entre 51 % y 75 % y 4 =2 76 %. La
semicuantificacion de la IHQ para Bax y Ki-67 fue realizada utilizando el mismo
IRS pero con un intervalo menos en los porcentajes de células (0 < 10 %; 1
entre 11 y 50 %; 2 entre 51y 75 % y 3 =2 76 %). En todos los casos se
semicuantificé el IRS en 10 campos al azar de 400 X y luego se realizo el

promedio.

Para semicuantificar la localizacion subcelular de p300, se cont6 el nimero de
células con localizacion nuclear, con localizacién citoplasmatica y con
localizacion nuclear y citoplasmatica al mismo tiempo en 10 campos al azar de

400 X y luego se promediaron los porcentajes.

Biopsias de neoplasias humanas
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Se utilizaron 101 muestras de biopsias de carcinoma mamario para analizar la
expresion de p300 y su asociacion con parametros clinicopatoldgicos. Las
muestras pertenecen al banco de tumores del laboratorio de Biologia del
Cancer y provienen de varios hospitales de la ciudad de Bahia Blanca cuyos
comités de ética y de investigacion y docencia han aprobado los protocolos
correspondientes. Parte del material de este banco de tumores consiste de
cortes histologicos (5 pm) realizados a partir de los tacos de parafina
conteniendo los tejidos provenientes de las biopsias que son usualmente
conservados en los servicios de patologia de estos hospitales. Una seccion de
cada muestra fue tefiida con hematoxilina y eosina y el diagndstico inicial fue
confirmado por el medico pat6logo Julian Arévalo. Ademas, se evalud la
calidad de los cortes, prestandose atencion tanto a la adecuada fijacion del
material como a la presencia de zonas con lesion representativa. Los pacientes
a los que se les realizaron las biopsias de las cuales se obtuvieron estas
muestras no recibieron tratamiento previo a la realizacién de las mismas. Se
disponia de los siguientes datos clinicos e histopatologicos: edad al momento
de la cirugia, status fumador, compromiso ganglionar, recaida de la paciente;
estadio, TNM, grado histolégico (GH), grado nuclear (GN), indice mitético (IM),
RE, RP, Her2 del tumor.

Para los estudios de la expresién de p300 en biopsias de carcinoma mamario
triple negativo (TN) se utilizaron 40 muestras, 12 de las cuales provienen de las
101 muestras de biopsias de CM humano anteriormente mencionadas, y las 28
restantes fueron obtenidas del Servicio de Oncologia del Hospital Italiano
regional del Sur. Se disponia de los siguientes datos clinicos e
histopatolégicos: edad, estado hormonal, recaida, compromiso ganglionar,
tamafio tumoral, estadio, GN, GH, IM, RE, RP, Her2.

Analisis estadistico

La evaluacién estadistica de los datos se realiz6 en base a los valores
promedios y desvio estandar (SD) de “n” experimentos independientes. Para

los ensayos de viabilidad celular, migracion celular, y cambios en el volumen
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tumoral en el tiempo se realiz6 un ANOVA de dos vias con posterior test de
Bonferroni para la comparacion de los grupos. Para los ensayos con modelos
animales en los que se midié peso y volumen tumoral, y el nimero de
metastasis se utilizd el test no paramétrico de Mann Whitney. En biopsias
humanas se utilizaron los test de Mann Whitney y Chi-cuadrado. Ademas, para
evaluar las diferencias en las curvas de sobrevida global de las pacientes en
relacion a la expresion de p300 se utilizé el test Log-rank (Mantel-Cox). El
analisis multivariado se baso6 en el modelo de riesgo proporcional (Cox). En los
estudios realizados en carcinomas mamarios TN también se utilizo el test de
correlacion no paramétrico de Spearman. Los valores p < 0,05 fueron

considerados significativos.
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RESULTADOS

La inhibicion de p300 disminuye la supervivencia
celular de las lineas LM3 y MDA-MB-231 pero no afecta
la de las lineas LMO5e y T47D.

Uno de los primeros estudios que se llevan a cabo normalmente con el fin de
comenzar a evaluar si una molécula presenta un rol en la progresion tumoral es
determinar su efecto sobre la “supervivencia celular” en células en cultivo. A
falta de un término mejor al de supervivencia celular y teniendo en cuenta la
variacion que hay en la bibliografia en la utilizacién de este concepto aqui se
aclara que se entiende como tal a las alteraciones en el numero de células de
una poblacién celular que pueden ser producidas por variaciones de los
procesos de proliferacion celular (regulacién del ciclo celular) y/o apoptosis.
Para evaluar este parametro utilizamos el ensayo colorimétrico de WST-1 con
posterior conteo manual empleando una camara de Neubauer. Se realizaron
ensayos tiempo y dosis respuesta en las lineas hormono independiente LM3
(murina) y MDA-MB-231 (humana) y en las lineas hormono dependientes
LMO5e (murina) y T47D (humana). Las lineas fueron tratadas con 2 inhibidores
especificos de p300, a saber: VV56 y VV59. Los tiempos de incubacion fueron
12, 24, 48, 72 h y las concentraciones 25, 50, 75 y 100 pM. Estas
concentraciones fueron elegidas en base a los resultados presentados en la
publicacion que describe la sintesis de estos inhibidores y sus efectos en la
linea MCF7 (Eliseeva et al, 2007). En las células LM3 tratadas con VV56 se
observé una disminucion en la absorbancia con el ensayo colorimétrico WST-1
y en el numero de células a partir del primer tiempo estudiado que fue a las 12
h y con concentraciones mayores o iguales a 50 UM respecto a su vehiculo
(figura 8 A). En las células MDA-MB-231 tratadas con VV56 también se
observd una disminucién de la supervivencia celular tanto con el ensayo WST-
1 como con el conteo manual. El efecto se observo a partir de las 24 h con una
concentracion de 75 uM vy a partir del primer tiempo estudiado que fue a las 12

h y con concentraciones mayores o iguales a 100 uM (figura 8 B). Cuando las
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células fueron tratadas con el otro inhibidor VV59 el efecto fue aun mayor,
observandose una disminucién del niumero de células LM3 a partir de una
concentracion de 25 uM y 48 h post-tratamiento respecto al vehiculo (figura 8
C). También el efecto fue mayor en las MDA-MB-231 observandose una
disminucién del nimero de células a partir de una concentracion de 50 uM y 24
h post-tratamiento respecto al vehiculo (figura 8 D). Por otro lado, en las LM05e
y en las T47D no se observé efecto sobre la supervivencia celular ni con el
ensayo WST-1 ni con el conteo celular cuando fueron tratadas con VV56 o
VV59 (figura 9 A - D). Como se observé un mayor efecto inhibitorio con VV59
en las células LM3, decidimos utilizar este inhibidor y linea celular para

continuar y profundizar los estudios.
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Figura 8. Analisis de la supervivencia celular luego del tratamiento de las células LM3y
MDA-MB-231 con los inhibidores VV56 y VV59. Ensayo de supervivencia celular sobre las
lineas LM3 (A 'y C) y MDA-MB-231 (B y D) tratadas con VV56 o VV59. Las concentraciones y
tiempos usados fueron 25, 50, 75, 100 uM y 12, 24, 48 y 72 h, respectivamente. El nimero de
células fue obtenido en cadmara de Neubauer como fue descripto en la seccion de métodos.
Cada punto representa el promedio de cuatro repeticiones + SD. El ensayo fue repetido 2

veces. Se realizo ANOVA con posterior test de Bonferroni, *** p < 0,001.
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Figura 9. Andlisis de la supervivencia celular luego del tratamiento de las células LM05e
y T47D con los inhibidores VV56 y VV59. Ensayo de supervivencia celular sobre las lineas
LMO5e (A y C) y T47D (B y D) tratadas con VV56 o VV59. Las concentraciones y tiempos
usados fueron 25, 50, 75, 100 uM y 12, 24, 48 y 72 h, respectivamente. El nUmero de células
fue obtenido en caAmara de Neubauer como fue descripto en la seccibn de métodos. Cada
punto representa el promedio de cuatro repeticiones = SD. El ensayo fue repetido 2 veces. Se
realiz6 ANOVA con posterior test de Bonferroni, p > 0,05.

La inhibicion de p300 induce apoptosis en la linea
celular LM3.

Como es sabido, la variacion en el numero de células de una poblacion tumoral
puede deberse a modificaciones en la regulacion del ciclo celular (que
conducen a una modificacién correspondiente de la proliferaciéon celular) o a
variaciones en el numero de células sufriendo muerte celular. Teniendo esto en
cuenta y el hecho que la inhibicion de p300 produjo una disminucion de la
supervivencia celular en la linea celular LM3, los siguientes experimentos

tuvieron como objetivo dilucidar los mecanismos celulares subyacentes a este
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efecto. Es decir, a investigar si la inhibicién de esta proteina estaba afectando
al control del ciclo celular (y por lo tanto a la proliferacion), a la apoptosis o0 a

ambos.

Se analiz6 en primera instancia el efecto de la inhibicion de p300 sobre la
progresion del ciclo celular. Para ello las células LM3 pre-tratadas con el
inhibidor VV59 se sometieron al analisis de la distribucién de las poblaciones
celulares en las distintas fases del ciclo celular por citometria de flujo usando la
tincion con IP. En primer lugar se realizaron controles positivos y negativos
para poner a punto la técnica con esta linea celular. Coincidiendo con los
efectos observados sobre la supervivencia celular, el tratamiento con VV59 (50
puM) indujo un aumento de la poblacién de células en sub Go/G; respecto al
vehiculo (13,1 % vs 3,57 %; p < 0,05) (figura 10) sugiriendo que la disminucion
en la supervivencia celular originalmente observada puede deberse a un
aumento de la muerte celular por apoptosis. Esto sumado a la ausencia de un
incremento de células en fase Go/G; indicaria que la inhibicion de p300 no

induce un arresto del ciclo celular (disminucion de la proliferacion).
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Figura 10. Analisis de la distribucién de células LM3 en las distintas fases del ciclo
celular por citometria de flujo. Las células fueron expuestas al inhibidor VV59 (50 pM) o

vehiculo (DMSO) por 24 h. A. Distribucion de la poblacion celular analizada por citometria de
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flujo luego de la tincién con IP. B. El grafico representa el porcentaje de células en las fases
indicadas. Cada barra representa el promedio de tres repeticiones + SD. El ensayo fue repetido
3 veces. Se realiz6 ANOVA con posterior test de Bonferroni, * p < 0,05.

Con el objeto de corroborar si el incremento en la poblaciéon celular en sub
Go/G1 producido por el tratamiento con el inhibidor VV59 se debia a un
aumento de la muerte celular por apoptosis se marcaron las células con
anexina V (AV) luego del tratamiento con el mismo inhibidor y se cuantificaron
por medio de microscopia. Al realizar la cuantificacion por microscopia se
observo que el inhibidor VV59 indujo un aumento en el nimero de células con

marcacion positiva para anexina V respecto del control (p = 0,0002, figura 11).
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Figura 11. Cuantificacién por microscopia de fluorescencia de las células LM3 marcadas
con anexina V. Las células LM3 fueron expuestas al inhibidor VV59 (50 uM) o vehiculo
(DMSO) por 24 h. A. fotos representativas del ensayo mostrando aumento de marcaciéon con
anexina V en las células tratadas con VV59 respecto el vehiculo, aumento de 400 X.B. El
gréfico muestra el porcentaje de células con marcacién positiva y negativa para anexina V en

las células tratadas con VV59 y en el control; ***p < 0,001, test Chi- cuadrado.
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Para confirmar este Ultimo resultado se realizé el mismo tratamiento, se
marcaron las células con anexina V e ioduro de propidio y se cuantificaron por
citometria de flujo. La poblacion apoptética (AV+ / IP-) se incremento de 4,57 %
en las células tratadas con vehiculo a 21,15 % en las células tratadas con
VV59 (figura 12 Ay B).
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Figura 12. Cuantificacion de las células marcadas con anexina V e ioduro de propidio por
citometria de flujo. Las células fueron tratadas con 50 uM de VV59 o vehiculo (DMSO) por 24
h. A. Distribucion de las células marcadas con AV e IP por citometria de flujo. B. El gréfico
representa el porcentaje de células con las marcaciones indicadas. Cada barra representa el
promedio de tres repeticiones + SD. El ensayo fue repetido 3 veces. Se realiz6 ANOVA con
posterior test de Bonferroni, * p < 0,05.

Todos estos resultados demuestran que la inhibicion de p300 disminuye la
supervivencia celular mediante induccion de la apoptosis. Cabe destacar que
ademas se detecté un aumento de la cantidad de células marcadas con
anexina V e ioduro de propidio que puede estar indicando un incremento de

apoptosis tardia o necrosis inducida por el tratamiento con el inhibidor (figura
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12 B). A continuacién se decidié investigar si la inhibicion de p300 alteraba los
niveles de algunas de las proteinas involucradas en la regulacion de la
apoptosis. Para ello se estudié la expresion de p21, p53, pBad y Bax. Para
descartar totalmente un efecto de la inhibicion de p300 sobre la proliferacion
celular también se analizaron los niveles de p27 y ciclinas. Se observo que la
inhibicién de p300 provoca un aumento de los niveles proteicos de p21, p53 y
Bax y una disminucién de los niveles de pBad. Por el contrario, los niveles de
p27 y ciclinas E y D1 no se vieron afectados (figura 13). Estos resultados junto
con los anteriormente mencionados demuestran que la inhibicion de p300
produce una induccién del proceso apoptotico y sugieren que no tiene efectos

sobre la proliferacion celular.
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Figura 13. Estudio de la expresion de proteinas que intervienen en la regulacion del ciclo
celular y la apoptosis. A. Analisis de los niveles de Bax, p53, pBad, ciclina E (CCNE), ciclina
D1 (CCND1), p27 y p21 por WB. Las células LM3 fueron tratadas por 24 h con VV59 (50 uM) o
vehiculo (DMSO). B. El gréfico de barras muestra la correspondiente densitometria de bandas.
Los resultados fueron normalizados con actina. Los ensayos fueron repetidos 3 veces en cada

caso.

La inhibicion de p300 disminuye la migracion celular de
las lineas LM3 y MDA-MB2-31, pero no afecta la

migracion celular de las lineas LM05e y T47D.

Dado que una de las capacidades adquiridas por las células cancerosas es la
capacidad de invasion y sabiendo que hay evidencia que sugiere que p300 es

importante en el proceso de migracion celular en varios tipos celulares
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tumorales (Zhou et al, 2014), nos propusimos evaluar el efecto de p300 sobre
la migracion celular en las células LM3, MDA-MB-231, LM05e y T47D a través
del ensayo de cierre de la herida (wound healing). Se utilizaron los inhibidores
VV56 y VV59 a una concentracién menor (12,5 uM) que la concentracién mas
baja a la que se observé efecto sobre la supervivencia celular (50 uM). Las
células LM3 tratadas con vehiculo cerraron la herida dentro de las 24 h (area
no cubierta 5,18 %) mientras que las células tratadas con VV56 o VV59
presentaron un area no cubierta significativamente mayor en el mismo tiempo
transcurrido (50,6 % y 75 % respectivamente, p < 0,001; figura 14 Ay C). Un
resultado similar se obtuvo con las células MDA-MB-231 siendo el area no
cubierta a las 24 h de 12,5 % para las células tratadas con vehiculo comparado
con 40,28 % y 67,97 % para las células tratadas con VV56 y VV59
respectivamente (VV56: p < 0,01y VV 59: p <0,001; figura. 14 By D).
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Figura 14. Ensayo de migracién celular en las lineas LM3 y MDA-MB-231 tratadas con los
inhibidores de p300. Se evalud la migracién celular luego de la inhibicion de p300 con VV59 o
VV56 (12,5 uM) sobre las lineas celulares LM3 y MDA-MB-231 durante 24 h utilizando el
ensayo de la herida. A y B. Se muestran fotos representativas a los distintos tiempos

analizados. C y D. Gréficos mostrando el porcentaje descubierto del area de la herida. Se
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representa el promedio de cuatro heridas para cada ensayo + SD. El ensayo fue repetido 3
veces para cada linea. Se realiz6 ANOVA con posterior test de Bonferroni, *** p < 0,001y ** p <
0,01.

Contrariamente, las células de las lineas LM05e y T47D tratadas con los
inhibidores VV56 o VV59 no evidenciaron alteracién de la migracion celular,
mostrando la misma velocidad de migracion que las células tratadas con

vehiculo (p > 0,05; figura 15).
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Figura 15. Ensayo de migracién celular en las lineas LM3 y MDA-MB-231 tratadas con los
inhibidores de p300. Se evalud la migracion celular luego de la inhibicién con los inhibidores
VV59 o VV56 (12,5 uM) sobre las lineas celulares LMO5e y T47D durante 24 h mediante el
ensayo de la herida. A y B. Se muestran fotos representativas a los distintos tiempos
analizados. C y D. Gréficos mostrando el porcentaje descubierto del area de la herida. Se
representa el promedio de cuatro heridas para cada ensayo + SD. El ensayo fue repetido 3

veces para cada linea. Se realiz6 ANOVA con posterior test de Bonferroni, p > 0,05.

Al igual que lo observado en el estudio de la supervivencia celular el mayor
efecto inhibitorio fue observado con el inhibidor VV59 por lo que se decidio
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continuar con los ensayos de invasion celular utilizando este inhibidor en la
linea LM3.

La inhibicién de p300 disminuye la invasion celular y la

formacion de lamelipodios en la linea celular LM3.

Teniendo en cuenta que la inhibiciébn de p300 reduce la migracion en la linea
celular LM3 y sabiendo que el proceso de metastasis requiere tanto de un
incremento en la capacidad migratoria de las células tumorales como de su
capacidad invasion, se realizaron ensayos de invasion celular para estudiar los
efectos de la inhibicion de p300 sobre este proceso. Con este objetivo se utilizd
un ensayo que detecta la capacidad de las células para atravesar una
membrana cubierta con Matrigel® tal como se describi® en materiales y
meétodos. El tratamiento con el inhibidor VV59 redujo significativamente la
capacidad invasiva de las células de la linea LM3 en comparacion con su
control (figura 16) (media £ SD del control = 65,36 + 1,90, media £ SD del VV59
= 45,85 * 2,55; p < 0,0001).
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Figura 16. Ensayo de invasion celular en células LM3 tratadas con el inhibidor VV59. La
invasion de las células fue cuantificada usando insertos recubiertos con Matrigel en las
camaras de cultivo. Las células se sembraron en las camaras superiores de los insertos en
presencia del vehiculo (control) o del inhibidor VV59 (12,5 uM, 24 h) y aquellas que habian
atravesado el Matrigel y migrado a la cara inferior de los insertos se contaron por microscopia
Optica. A. fotos representativas del ensayo mostrando las células que atravesaron el Matrigel.
B. cuantificaciéon de las células en la cara inferior del inserto de Matrigel. Los resultados

representan la media de ocho campos + SD. Se utilizé el test de Student,*** p< 0,0001.

La migracibn de las células epiteliales se caracteriza por la rapida
reorganizacion de la actina del citoesqueleto en los bordes de las células,
resultando en la protrusion de lamelipodios en el frente de avance. Por lo tanto,
y habiendo observado el efecto de la inhibicién de p300 sobre la migracion e
invasion de las células de la linea celular LM3, se decidi6 analizar si el
tratamiento con el inhibidor VV59 afectaba la formacion de lamelipodios
marcando los filamentos de actina con faloidina. Se observé una disminucion
significativa del nimero de lamelipodios cuando las células LM3 fueron tratadas
con VV59 (12,5 uM, 12 h) (figura 17).
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Figura 17. Andlisis de la formacién de lamelipodios mediante la marcacién del
citoesqueleto de actina con faloidina. Las células fueron tratadas con DMSO (vehiculo) o el
inhibidor VV59 (12,5 uM). Después de 12 h, las células fueron fijadas, marcadas con faloidina y
las imagenes adquiridas con microscopio de fluorescencia. A. fotos representativas del ensayo,
las flechas blancas indican lamelipodios en las células de los bordes de las acumulaciones
celulares. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI (azul) y la actina con faloidina (rojo), aumento
de 600 X. B. cuantificacion de las células con presencia y ausencia de lamelipodios. Se
tomaron diez imagenes al azar con 7-8 células por campo y por cada tratamiento. Los valores
graficados son la medias + SD de 3 experimentos independientes. Test de Student, *** p =
0,003.

Para poder observar la estructura del citoesqueleto con mayor detalle se
estudiaron las células tratadas con el inhibidor VV59 y marcadas con faloidina
con el microscopio confocal (figura 18). Ademas de la diferencia ya citada en la
cantidad de lamelipodios, se pudo observar que las células tratadas con el
inhibidor tenian un cambio en su morfologia siendo de menor tamafio y mas

redondeadas que las células control (figura 18).
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Figura 18. Anédlisis de la morfologia celular mediante la marcacién del citoesqueleto de
actina con faloidina. Las células fueron tratadas como se describe en la leyenda de la figura
17 y observadas al microscopio confocal. A: Las flechas blancas indican lamelipodios. Nétese
el aspecto diferente del citoesqueleto y la diferencia en la morfologia celular producida por el
tratamiento con el inhibidor VV59. B: fotografiadas en un corte en el plano Z. objetivo 63X,

zoom electrénico 1.90.

En conclusién, se ha podido observar que la inhibicion de p300 induce una
disminucién de la migracién, de la invasion celular y del nuamero de
lamelipodios acompafiada de un cambio en la morfologia celular. Por lo tanto,
es de suponer que la actividad de p300 en células de carcinoma mamario
estimularia el proceso de metastasis. Como se verd a continuacion, esta

hipétesis ha sido corroborada utilizando un modelo animal.

La inhibicion de p300 reduce la carga tumoral, la
invasion a la cavidad abdominal y el numero de
metastasis pulmonares en un modelo murino de

carcinoma mamario.

A continuacion se investigé el efecto de p300 in vivo. Para ello se utilizé el
modelo singeneico animal de implante subcutaneo de células LM3 en ratones
hembra BALB/c (Urtreger et al, 1997). El objetivo de este estudio es contrastar

la hipotesis de que el p300 tiene influencia en el desarrollo del carcinoma
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mamario. Es obvio que el uso de dos inhibidores distintos aumenta la certeza
de dicha contrastacién ya que es improbable que dos inhibidores diferentes
tengan efectos inespecificos que conduzcan al mismo resultado. Como el
inhibidor VV56 tiene ciertas similitudes estructurales con el VV59 se decidio
utilizar un inhibidor radicalmente diferente tal como la curcumina, ampliamente
citada por su actividad inhibidora del p300 (Balasubramanyam et al, 2004;

Marcu et al, 2006; Chen Y et al, 2007; Morimoto et al, 2008; Sunagawa et al,
2014).

En primer término se evaluo el efecto de la inhibicion de p300 sobre la carga
tumoral para lo cual se realiz6 el tratamiento de los animales con los
inhibidores ya citados tal como se describié en materiales y métodos. Luego del
tratamiento los tumores fueron removidos, pesados y medidos. La carga
tumoral disminuy6 significativamente en los animales tratados con curcumina
comparado con los ratones tratados con vehiculo (mediana = 1,370 g versus
mediana = 3,327 g, p = 0,016 y mediana = 1.149 mm?® versus mediana = 3.315
mm?, p = 0,048; figura 19 A y C). Es importante el hecho que los mismos
resultados fueron obtenidos cuando los animales fueron tratados con VV59. En
este caso también se obtuvo una disminucion significativa en el peso y en el
volumen tumoral en los ratones tratados con el inhibidor (mediana = 1,065 ¢
versus mediana = 1,860 g, respectivamente; p = 0,032 y mediana = 456,4 mm?®
versus mediana = 1.321mm?, p = 0,010; figura 19 B y D).
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Figura 19. Efecto de la inhibicién del p300 sobre el crecimiento tumoral en el modelo de
implante subcutédneo de células LM3 en ratones BALB/c. Evaluacion del efecto de la

inhibicién de p300 sobre la carga tumoral (peso y volumen). Ay C. Los animales (N=12) fueron
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tratados con 9 dosis (50 pg/kg) de curcumina o vehiculo (DMSO) tal como se describié en
materiales y métodos. A. Las fotos muestran tumores representativos de cada tratamiento
luego de su diseccion. C. En los graficos se representa la mediana del peso (grafico de la
izquierda) o volumen tumoral (gréafico de la derecha) de cada grupo. Se realizé el test de Mann
Whitney. B y D. Los animales (N=24) fueron tratados con 9 dosis de 45 ug/Kg de VV59 o
vehiculo (DMSOQ). B. Las fotos muestran tumores representativos de cada tratamiento luego de
su diseccion. D. En los gréficos se representa la mediana del peso (gréafico de la izquierda) o
del volumen tumoral (grafico de la derecha) de cada grupo. Se realizo el test de Mann Whitney,
*p <0,05.

Como se describié previamente, la inhibicién de p300 en las células de la linea
celular LM3 produjo un incremento de la apoptosis sin afectar la proliferacién
celular. Se decidi6 entonces verificar si estos resultados se repetian in vivo
conduciendo a la diferencia detectada en la carga tumoral. Con este objetivo
se obtuvo el indice mitdtico en cortes tefiidos con H&E y se analizd la expresion
de Bax y Ki-67 mediante inmunohistoquimica solamente de los tumores de los
animales tratados con VV59. A diferencia de lo observado en los experimentos
realizados con las células LM3 en cultivo, se pudo detectar una disminucion
significativa en el nimero de figuras mitéticas comparando los tumores de los
ratones tratados con VV59 versus los tumores de los animales controles
(mediana = 37,50 versus mediana = 50,00 figuras mitéticas por 10 campos,
respectivamente, Mann Whitney, p = 0,045, figura 20 Ay B).

Confirmando este ultimo resultado también se observo una disminucion de la
expresion de Ki-67 en los tumores de los ratones tratados con el inhibidor
respecto a los controles (mediana = 0,045 versus mediana = 3,375,
respectivamente, Mann Whitney, p = 0,001, figura 20 C y D). Coincidiendo con
los resultados obtenidos al inhibir las células de la linea LM3 en cultivo se
observdé un aumento de la expresion de Bax en los tumores de los ratones
tratados con VV59 comparado con los tumores de los ratones tratados con su
vehiculo (mediana = 8,550 versus mediana = 4,400, respectivamente, Mann
Whitney , p = 0,014, figura 20 Ey F).
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Figura 20. Efecto de la inhibicién de p300 con VV59 sobre el indice mitético, la expresion
de Ki-67 y de Bax en el modelo de implante subcutaneo de células LM3 en ratones
BALB/c. A, C y E. Se muestran fotomicrografias representativas de cortes teflidos con H&E
(A), inmunomarcacion de Ki-67 (C) y de Bax (E). B, D y F. Se muestran los gréaficos con las
respectivas cuantificaciones. En todos los casos se utilizé el test de Mann Whitney, * p < 0,05,
**p <0,01.

Estos resultados sugieren que la inhibicién de p300 disminuye la carga tumoral
mediante induccion de apoptosis y disminucién de la proliferacion celular.

Para que el tumor primario pueda crecer e incrementar su volumen debe ser
capaz de degradar e invadir los tejidos que lo circundan. En este sentido es
interesante destacar que se observd que un porcentaje significativamente
menor de los tumores de los ratones tratados con curcumina (17 %) o VV59 (25
%) atraveso la pared muscular abdominal ingresando a la cavidad peritoneal
comparado con los tumores de los animales tratados con vehiculo (figura 21 A

y B).
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Figura 21. Invasion del tumor primario a través de la pared de la cavidad abdominal en el
modelo de implante subcutaneo de células LM3 en ratones BALB/c tratados con
inhibidores de p300. A y C. Animales tratados con curcumina. B y D. Animales tratados con
VV59. A y B. Se muestran fotos representativas de tumores invadiendo la cavidad abdominal
(izquierda) o sin invadirla (derecha). La flecha blanca gruesa sefiala el tumor en su ubicacién
subcutdnea, la flecha blanca fina sefiala el muUsculo de la pared anterolateral abdominal
(musculo) vy la flecha roja sefiala la parte del tumor que atravezo la pared muscular. Cy D se
muestran los graficos cuantificando la cantidad de animales en los que se observé presencia o
ausencia de invasion del tumor primario a la cavidad abdominal. Test de Mann Whitney, * p <
0,05.

Como se describid en la seccion anterior, la inhibicion de p300 redujo la
migracion, invasion y formacion de lamelipodios en las células LM3 en cultivo.
Estos resultados sugieren la hipotesis que esta proteina esté favoreciendo el
proceso de metastasis. Dado que este modelo singeneico de implante
subcutaneo de células LM3 en ratones BALB/c genera metastasis pulmonares
(Urtreger et al, 1997) se decidio contrastar dicha hipotesis. Para esto se
cuantificaron las metéastasis pulmonares en los animales tratados con VV59 y
sus respectivos controles. Se observé que la administracion del inhibidor redujo

la cantidad de metastasis pulmonares por ratdén respecto a la administracién del

Maria Kugenia ~sfermento Pagina 83



vehiculo (mediana = 1 versus mediana = 15, respectivamente; p = 0,045; figura
22).
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Figura 22. Cuantificaciéon de las metastasis pulmonares en el modelo de implante
subcutaneo de células LM3 en ratones BALB/c tratados con el inhibidor VV59. A. Se
muestran fotos representativas de los pulmones disecados y fijados en Bouin. Las flechas
indican algunas de las metastasis individuales. B. Se muestra el grafico de cuantificacion del
namero de metastasis. Cada punto indica el nUmero de metastasis pulmonares para cada

animal. Las barras rojas representan las medianas. Test de Mann Whitney, * p < 0,05.

La inhibicion de p300 induce un aumento de la
localizacidn citoplasmatica de p300 en las células LM3
y en el modelo de implante subcutaneo de células LM3

en ratones BALB/c.

En forma paralela a los estudios de inhibicibn del p300 descriptos
anteriormente, se comenzo a estudiar la expresion de esta proteina tanto en las
células en cultivo como en los tejidos tumorales del modelo animal. Esto
permitid rapidamente la observacion de su localizacion citoplasméatica. Esta
localizacion era considerada atipica para una proteina cuya funcion principal es
la de un cofactor transcripcional. En ese momento no habia reportes de esta
localizacion en la bibliografia por lo cual se decidié estudiarla con especial

atencion.

Se analizé entonces la expresion de p300 por inmunofluorescencia en las

células LM3 en cultivo y por inmunohistoquimica en los tumores del modelo
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murino singeneico obtenido con estas células. También se decidié confirmar la
expresion de p300 utilizando alternativamente western blot y RT-gPCR. En las
células en cultivo tratadas con vehiculo se detecto la tipica localizacion nuclear.
Sin embargo, cuando se trataron las células con VV59 se pudo observar
localizacion nuclear y citoplasmatica de p300 (figura 23 Ay B, flechas rojas, p <
0,001, test Chi-cuadrado). Es de destacar ademéas que se observé un aumento
de los niveles totales de la proteina (figura 23 C) y de ARNm para p300 (figura
23 D).
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Figura 23. Caracteristicas de la expresion de p300 en células LM3. A. IF mostrando
localizacion citoplasmética de p300 (flechas rojas) cuando las células son inhibidas con VV59.
Aumento de 400 X. B. Cuantificacion de las células mostrando expresién solamente nuclear y
nuclear y citoplasmética de p300; *** p < 0,001, test Chi -cuadrado. C. WB mostrando aumento
de expresion de p300 cuando las células son inhibidas con VV59. D. RT-gPCR mostrando
aumento de los niveles del ARN mensajero para p300 cuando las células son inhibidas con
VV59, * p < 0,05, test de Student.

Confirmando los resultados observados en las células LM3 en cultivo, en el

modelo murino la expresion de p300 fue casi exclusivamente nuclear en las
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células tumorales de los ratones tratados con vehiculo mientras que en las de
los ratones tratados con VV59 se observdO mayormente localizacion nuclear y
citoplasmatica (mediana del porcentaje citoplasmatico de p300 en tumores de
ratones tratados con vehiculo = 0 versus mediana del porcentaje citoplasmatico
de p300 en tumores tratados con VV59 = 70, p < 0,0001, test de Mann
Whitney, figura 24).
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Figura 24. Caracteristicas de la expresién de p300 en los tejidos tumorales del modelo
subcutaneo de células LM3. A. se muestran fotos representativas de glandulas mamarias
normales, y de tejidos tumorales de animales tratados con vehiculo (V) y tratados con VV59
(las flechas rojas indican localizacién citoplasmatica de p300). B. Se observa la cuantificacién
del porcentaje citoplasmatico de p300 en los tumores de los ratones tratados con vehiculo y
con VV59, *** p < 0,0001, test de Mann Whitney.

Estudio de la expresion de p300 en el modelo murino
transgénico MMTV-PymT y en el de carcinogénesis

inducida con DMBA en rata.

Como se describié en el apartado anterior, al inhibir p300 en las células LMS3,
tanto en cultivo como en los tumores del modelo animal, se pudo detectar una

inusual localizacion citoplasmética de esta proteina. Al momento de realizar
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esta observacion no existian reportes de esta localizacion inusual para p300.
Ademas, esta localizacion resultaba extrafia para una proteina cuya principal
funcion es la de ser un cofactor trancripcional. Por esta razon, se decidio
estudiar la expresion de p300 en otros modelos animales de carcinoma
mamario que estaban disponibles en el laboratorio, observando las
caracteristicas generales de dicha expresion ademas de la localizacién

subcelular.

El primero de estos modelos es el MMTV-PymT (Guy et al, 1992) que consiste
en ratones transgénicos para una construccion que pone el oncogén del
polioma T medio (PymT) bajo el control de las secuencias enhancer y
promotoras del retrovirus del tumor mamario murino (MMTV). Este transgen
produce la formacién de tumores mamarios en estos animales. Se ha reportado
que estos tumores son un excelente modelo para el carcinoma mamario
humano dada la similitud con estos ultimos (Lin et al, 2003). El segundo modelo
es el de induccion de tumores mamarios de rata con el carcinogeno DMBA.
Como se contaba con tacos de parafina con tejidos de glandula mamaria
normal y de todos los estados de la progresion tumoral en el modelo
transgénico, se pudo estudiar la expresion de p300 en todos ellos. Se detectd
expresion de p300 en las células epiteliales de la glandula mamaria normal.
Esta expresion se incrementd fuertemente al desarrollarse los tumores
(mediana IRS tejido normal = 1; mediana IRS tejido tumoral = 9; p = 0,0012,
figura 25 E). Se muestran fotos representativas de la expresiéon de p300 en
glandula mamaria normal (figura 25 B), neoplasia intraepitelial (figura 25 C) y
adenocarcinoma mamario (figura 25 D). Todos los tumores analizados
mostraron expresion de p300 mientras que solamente se detect6 en el 60 % de
las glandulas mamarias normales (tabla 1).
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Figura 25. Expresion de p300 en el modelo trasgénico MMTV-PymT. Secciones de tejidos
de glandula mamaria normal y de distintos estados de la progresiéon tumoral fueron procesadas
por IHQ como se describi6 en materiales y métodos. A. Control negativo sin anticuerpo
primario. B, C y D. Fotomicrografias representativas de glandula mamaria normal (B), neoplasia
intraepitelial mamaria (C) y carcinoma mamario avanzado (D). La amplificacion de las figuras
es 200 X. Los insertos amplificados muestran tincién nuclear en la glandula mamaria normal (B)
y en la neoplasia intraepitelial (C) y también expresion citoplasmatica en carcinoma avanzado
(D). E. El grafico muestra la semicuantificacion (IRS) de p300 en el tejido tumoral y en la

glandula mamaria normal; p = 0,001, test de Mann Whitney.

Resultados similares se observaron cuando se comparé la expresién de p300
en glandula mamaria normal (mediana IRS = 0) con los tumores inducidos por
DMBA (mediana IRS = 7; p < 0,0001, figura 26). Todos los tumores expresaron
p300 mientras que solamente lo hicieron el 20 % de las glandulas mamarias
normales (tabla 1). Por lo tanto, en ambos modelos animales encontramos
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mayores niveles de expresion de p300 en tejido tumoral que en la glandula

mamaria normal.
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Figura 26. Expresion de p300 en el modelo de carcinogénesis quimica (DMBA).
Secciones de tejidos de glandula mamaria normal y de tumores fueron procesadas por IHQ
como se describi6 en materiales y métodos. A y B. Fotomicrografias representativas de
glandula mamaria normal (A) y adenocarcinoma mamario (B). Las flechas rojas indican
localizacion nuclear y las cabezas de flechas rojas indican localizaciéon citoplasmatica. La
amplificacion de las figuras es 400 X. En el grafico se observa la semicuantificacion (IRS) de
p300 en el tejido tumoral y en la glandula mamaria normal; *** p < 0,0001, test de Mann
Whitney.

Posteriormente analizamos la localizaciéon subcelular de p300. En aquellas
glandulas mamarias normales en que se detectdé p300 este se expresaba en el
ndcleo, como era de esperar. Llamativamente la proteina se pudo detectar en
el citoplasma (ademas de en el ndcleo) en todos los tumores del modelo de
carcinogénesis en rata que mostraron expresion (figura 26 B) y en el 67 % de

los tumores del modelo murino transgénico (figura 25 D y su inserto).

Maria Kugenia ~sfermento Pagina 89



En la tabla 1 se presentan los datos cuantitativos de la expresion y localizacion

subcelular de p300 en los dos modelos animales descriptos en este apartado.

Expresion de p300 Localizacion de p300
animal positivo | negativo | Valorp | citoplasmatico | Nuclear | Valorp
N|9 6 0 9
MMTV-PymT 2 1
ym T s 0 0,006 10 3 0,0013
N |3 12 0 3
DMBA T 12 0 0,0001 2 0 0,0001

N = glandula mamaria normal; T = tejido tumoral; test Chi-cuadrado

En conclusion, en estos dos modelos se pudo observar que la expresion de
p300 es mayor en los tumores que en las glandulas mamarias normales y
ademas que la expresién citoplasmatica de la proteina aumenta junto con la

progresion tumoral.

Parte del p300 citoplasmatico se encuentra en

estructuras con caracteristicas de agresomas en las

células tumorales en cultivo.

Los primeros reportes de expresion citoplasmatica de p300, aparecidos en el
trascurso de la realizacidén de estas tesis, afirman que la proteina se encuentra
en el citoplasma para ser degradada (Chen et al, 2007; Brouillard & Cremisi,
2003) y mas especificamente que esta degradaciébn se produce en los
agresomas en células HelLa (Chen et al, 2007). Los agresomas son inclusiones
intracelulares que parecen funcionar reclutando y degradando proteinas
mutadas, mal plegadas o que por diversas razones no han podido ser
degradadas en los proteosomas (Kopito, 1997). Otro reporte, sin embargo,
asocia la localizacion citoplasmatica de p300 a su funcion de promover la
degradacion de p53 por medio de su actividad E4 ubiquitina ligasa en células

de ostesarcoma (Shi et al, 2009).

Si la localizacion citoplasmatica de p300 estuviera realmente relacionada con

su degradacion en los agresomas, y este fendmeno ocurriera con mayor
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intensidad, o exclusivamente, en las células tumorales, el mismo podria estar
relacionado al rol del esta proteina en el cancer. Por esta razén decidimos
investigar si el p300 citoplasméatico observado en nuestros modelos
experimentales de cancer de mama se encontraba presente en agresomas.
Para este propdsito se realizaron cultivos primarios a partir de explantos de
tumores mamarios inducidos con DMBA y de glandulas mamarias normales de
ratas de la misma cepa, tal como se describié en la seccién de materiales y
meétodos. En primer lugar se decidi6 comprobar si estos cultivos primarios
expresaban p300. Tal como se muestra en la figura 27 se pudo observar que
los niveles de p300 fueron mayores en los cultivos primarios derivados de los
tumores que en los derivados de las glandulas mamarias normales, en

concordancia con lo observado en los tejidos del modelo animal.

p300 Dapi Merge

Figura 27. Inmunofluorescencia para p300 en cultivos primarios derivados de tumores

Tumor

Normal

mamarios del modelo animal inducido con DMBA (Tumor) y de glandulas mamarias

normales de ratas de la misma cepa (Normal). Amplificacién 200 X.

Dado que, como es sabido, la formacion de agresomas se incrementa
notablemente luego de la inhibicidén de la actividad proteosomal (Johnston et al,
1998; Zaarur et al, 2008; Kirilyuk et al, 2012; Ouyang et al, 2012) las células
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fueron tratadas con el inhibidor del proteosoma MG132 (5 pM) o vehiculo

(DMSO) previo a la realizacién de las inmunofluorescencias.

En el cultivo primario derivado del tumor tratado con vehiculo (control) se pudo
observar expresion de p300 nuclear y citoplasmatica (figura 28, vehiculo).
Cuando inhibimos el proteosoma con MG132 durante 12 h observamos que el
30 % de las células presentaban una acumulacion de p300 en una estructura
perinuclear con las caracteristicas morfoldgicas tipicas de un agresoma (figura
28, flecha blanca, MG132).

p300 Dapi Merge

Figura 28. Inmunofluorescencia para p300 en cultivos primarios derivados de tumores

vehiculo

MG132

mamarios del modelo animal inducido con DMBA. Las células fueron tratadas con MG132
(5 uM) o vehiculo (DMSO) durante 12 h. Los experimentos fueron repetidos 2 veces. Se
muestran fotos representativas. La flecha indica las estructuras con ubicacion y caracteristicas

morfolégicas propias de agresomas. Amplificacién 1000 X.

Con el objeto de aportar mas evidencia que indique que las estructuras a las
que el p300 se asociaba efectivamente eran agresomas, se realizd una doble
marcacion para p300 y ubiquitina, ya que estas estructuras tipicamente
expresan este marcador. Como se observa en la figura 29 se pudo detectar

gue el tratamiento con MG132 inducia la formacion de inclusiones en las que
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p300 colocalizaba con ubiquitina, aumentando la probabilidad que estas

inclusiones efectivamente fueran agresomas.

Ademas se ha reportado que la tubacina impide la formacion de agresomas a
través de la inhibicién de la enzima HDACG6 (Hideshima et al, 2005). Con el
objeto de agregar mas evidencia de que las estructuras en la que se
encontraba el p300 citoplasmético eran agresomas se traté a las células con
MG123 y tubacina. Como se puede observar en la figura 29, el tratamiento con
tubacina previene la formacion de agresomas y por lo tanto no se observa el

p300 y la ubiquitina en las estructuras previamente detectadas.

MG132

MG132 + Tubacina

Figura 29. Inmunofluorescencia para p300 y ubiquitina en células de cultivo primario
derivados de tumores mamarios del modelo animal inducido con DMBA. Se muestra una
fotografia representativa mostrando localizacion de p300 y ubiquitina (UB) en inclusiones en el
cultivo primario de tumor de ratas inducidas con DMBA tratado con MG132 (5 puM) o MG132 (5
MM) maés tubacina (10 pM) durante 12 h. Los experimentos fueron repetidos 2 veces.

Amplificacion 1000 X.

Estos resultados indicarian que, al menos en cultivos primarios derivados de

tumores mamarios inducidos con DMBA, parte del p300 citoplasmatico es
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reclutado en agresomas. Surge entonces la siguiente pregunta: ¢Hay
diferencias en este reclutamiento de p300 hacia los agresomas entre células
epiteliales normales y células de céancer mamario? Para contestar esta
pregunta se realizaron cultivos primarios de glandulas mamarias normales de
ratas de la misma cepa que se utilizd para desarrollar los tumores. De igual
forma que lo realizado para las células de los cultivos primarios tumorales, las
células fueron tratadas con MG132 o vehiculo y se realizé inmunofluorescencia
para p300. EI p300 fue observado principalmente en ndcleo vy
sorprendentemente, no pudo detectarse reclutamiento de p300 citoplasmatico
en agresomas (figura 30). Cabe aclarar que se realizaron incubaciones a
tiempos mas largos (48 y 72 h) para descartar la posibilidad de que las células
normales tardaran mas en reclutar p300 en los agresomas. Sin embargo,

tampoco en estas condiciones se observaron agresomas conteniendo p300.

p300 Dapi Merge

Figura 30. Inmunofluorescencia para p300 en cultivo primario de glandula mamaria

Vehiculo

MG132

normal de rata. Las células fueron tratadas con MG132 (5 uM) o vehiculo (DMSO) durante 72
h e inmunomarcadas para p300. Los experimentos fueron repetidos 2 veces. Se utiliz6 DAPI

para observar los nicleos. Se muestran fotografias representativas. Amplificaciéon 1000 X.

Estos resultados muestran que en células de cultivos primarios derivados de
los tumores del modelo de carcinogénesis en rata inducidos con DMBA, al
menos parte del p300 detectado en el citoplasma es reclutado en estructuras
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que por sus caracteristicas morfologicas y el marcador utilizado, parecen ser
agresomas. ¢ Sera este un fendmeno aislado de estas células o se repetira en
otras lineas celulares de carcinoma mamario? Para responder a esta pregunta
se estudio si el reclutamiento de p300 citoplasmatico ocurria también en las
células de la linea LM3. Las células fueron tratadas con el inhibidor de
proteosoma MG132 5 yM o vehiculo (DMSO) y a continuacién se realizé6 una
inmunofluorescencia para detectar p300. Similarmente a lo observado en las
células del cultivo primario derivado de tumores inducidos por DMBA, al tratar
las células con el inhibidor del proteosoma se pudo detectar la presencia de
p300 reclutado en estructuras perinucleares con aspecto de agresomas (figura
31).

p300 DAPI MERGE

vehiculo

MG132

Figura 31. Inmunofluorescencia para p300 en la linea celular LM3. Células de la linea LM3
fueron tratadas con MG132 5 uM o vehiculo (DMSO) durante 12 h. Los experimentos fueron
repetidos 2 veces. Se muestran fotos representativas. Las flechas indican inclusiones

perinucleares conteniendo p300. Amplificacion 1000 X.

De igual forma que lo descripto anteriormente se realizd0 inmunofluorescencia
para p300 y ubiquitina en células tratadas con MG132 ya que los agresomas
tipicamente expresan este marcador. Nuevamente se repiti6 el resultado
observandose que se formaban acumulos perinucleares en los cuales

colocalizaban el p300 y la ubiquitina (figura 32).
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P300 uUB DAPI MERGE

i

Figura 32. Inmunofluorescencia para p300 y ubiquitina en la linea celular LM3. Células de
la linea LM3 fueron tratadas con MG132 5 uM o vehiculo (DMSQO) durante 12 h. Las flechas

blancas muestran las tipicas estructuras perinucleares de aspecto de agresomas en las que se

MG132

observa colocalizacion de p300 y ubiquitina (UB). Se muestra una foto representativa.
Amplificacién 1000 X.

En conclusion, estos resultados sugieren que en células de tumores mamarios
parte del p300 citoplasméatico es reclutado en estructuras que, en principio,
pueden clasificarse como agresomas. Como se describira en la discusion esto
puede tener importancia en relacion a los mecanismos a través de los cuales el
p300 actua sobre la progresién tumoral. Sin embargo, hay que remarcar aqui
que existe todavia mucha discusion en relacion a la forma de identificar a los
agresomas y que la marcacion con ubiquitina es solo una de ellas. Tampoco
hay en la bibliografia consenso acerca de las varias funciones que han sido
sugeridas para estas estructuras. Por lo tanto los experimentos preliminares
descriptos en esta seccién no pretenden ser mas que el breve comienzo de
una nueva linea de investigacion del laboratorio en la que queda mucho trabajo

por realizar.

Estudios de la expresion de p300 en biopsias de

carcinomas mamarios humanos.

Los resultados hasta aqui presentados han sido obtenidos en lineas celulares,
cultivos primarios y en modelos animales. Como es sabido, estos modelos
experimentales, validos como son, presentan diferencias con los tumores
desarrollados en el contexto de los tejidos del cuerpo humano. Por lo tanto, los

datos con ellos obtenidos pueden no ser directamente trasladables a la biologia
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del cancer de nuestra especie. Por esta razon, se intent6 validar los resultados
obtenidos estudiando la importancia del p300 para el carcinoma mamario
humano. Con este objetivo se estudiaron las caracteristicas de la expresion del
p300 en biopsias humanas de carcinoma mamario y se correlacionaron con los

parametros clinicos e histopatoldgicos de que se disponia.

Se comenzé analizando por inmunohistoquimica la expresion de p300 en 101
biopsias de carcinomas mamarios ductales (estadios | a Ill). En relacién a la
frecuencia de expresion de la proteina se pudo detectar que la misma era
mayor en los tumores que en las glandulas mamarias no malignas. Se
denomina a estas Ultimas como no malignas, y no como glandulas mamarias
normales, debido a que la biopsia se realizé por la presencia de un tejido
anormal sospechando que se trataba de un crecimiento maligno. Sin embargo,
el diagnéstico histopatolédgico fue negativo para cancer. Por esta razén no seria
correcto hablar de glandula mamaria normal. ElI 90 % (91/101) de los tumores
expresd p300 mientras que solo se detectd en el 55 % (5/9) de las glandulas

mamarias no malignas (p = 0,029, test Chi- cuadrado).

Con respecto a los niveles de p300 semicuantificados por el indice IRS, estos
fueron mayores en el tejido tumoral (mediana = 6) que en la glandula mamaria

no maligna (mediana = 1; p = 0,0012, figura 33 A).

En cuanto a la localizacion subcelular se pudo detectar una mayor expresion
citoplasmatica de p300 en los tumores que en las glandulas mamarias no
malignas en las cuales la proteina se observo casi exclusivamente en la tipica
localizacion nuclear. Este resultado se obtuvo analizando tanto la frecuencia de
biopsias que expresaban p300 citoplasmatico como el porcentaje de células
gue expresaban p300 citoplasmatico en cada muestra. En relacion a la
frecuencia de biopsias, en el 77 % de los tumores (70/91) se detecté expresion
citoplasmatica (ademas de nuclear) en comparacion con un 20 % (1/5) en las
glandulas mamarias no malignas (p = 0,0047; test Chi-cuadrado). La mediana
del porcentaje de células que presentaron p300 citoplasmatico fue de 75 en los
tumores en comparaciéon con 0 para la glandula mamaria no maligna (p =
0,0054; figura 33 B).

Maria Kugenia ~sfermento Pagina 97



Debido a la dificultad para obtener un nimero elevado de muestras humanas
de glandulas mamarias no malignas se comparo la expresion y localizacion de
p300 entre el tejido tumoral y su zona adyacente de aspecto histolégico normal
(ZAN). Como ya se indico, el 90 % (91/101) de los tumores expresé p300 en
comparacion con el 62,5 % (30/48) de las ZAN (p = 0,0001; test Chi cuadrado)
Los niveles de p300 semicuantificados por el indice IRS también fueron
significativamente mayores en el tejido tumoral (mediana = 6) que en la ZAN
(mediana = 1; p < 0,0001, figura 33 A).

En relacion a la localizacion subcelular también se pudo detectar una mayor
localizacion citoplasméatica de p300 en los tumores que en las zonas
adyacentes de aspecto histologico normal (ZAN) en las cuales la proteina se
observo casi exclusivamente en la tipica localizacion nuclear. Nuevamente se
analizo tanto la frecuencia como el porcentaje de células que expresaban p300
citoplasmatico en cada muestra. En relacion a la frecuencia de biopsias, en el
77 % de los tumores (70/91) se detectd expresion citoplasmética (ademas de
nuclear) en comparacién con un 3,3 % (1/30) de la ZAN (p < 0,0001; test Chi
cuadrado). La mediana del porcentaje de células que presentaron p300
citoplasmatico fue de 75 en los tumores en comparacion con 0 para las ZAN (p
< 0,0001; figura 33 B).

También se estudiaron los niveles de expresion de p300 y su localizacién
citoplasmatica en zonas adyacentes al tumor con tejidos hiperplasicos (ZAH),
no detectdndose diferencias significativas con los valores obtenidos para los

tejidos tumorales (figura 33 Ay B).

En la figura 33 se muestran fotomicrografias representativas de
inmunohistoquimicas para p300 mostrando una glandula mamaria no maligna
(figura 33 C), una zona adyacente de aspecto histolégico normal (figura 33 D),
una glandula mamaria hiperplasica (figura 33 E) y un carcinoma mamario
(figura 33 F).
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Figura 33. Expresion y localizacion de p300 en muestras humanas de carcinoma
mamario. A. Niveles de expresion de p300 semicuantificados utilizando el IRS en glandula
mamaria no maligna (GMNM), en zona adyacente de aspecto histolégico normal (ZAN), en
zonas adyacentes al tumor con tejidos hiperplasicos (ZAH) y en tejidos tumorales (tumor). Las
barras rojas muestran los valores de las medianas. Test de Mann Whitney. B. Localizacion de
p300 en biopsias humanas. Los puntos representan los porcentajes de células expresando
p300 citoplasmatico para cada biopsia. Las barras rojas muestran los valores de las medianas.
Test de Mann Whitney. C-F: Fotomicrografias representativas mostrando expresion de p300 en
glandula mamaria no maligna (C), zona adyacente de aspecto histolégico normal (D), zonas

adyacentes al tumor con tejidos hiperplasicos (E) y en tejidos tumorales (F).

En la figura 34 se muestran fotomicrografias representativas de varios
carcinomas mamarios mostrando expresion citoplasmatica de p300 con sus
zonas adyacentes de aspecto histolégico normal en las que la expresion de

p300 citoplasmatico es casi indetectable.
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Figura 34. Biopsias de carcinomas mamarios mostrando distintos niveles de expresion
citoplasmética de p300 y sus respectivas zonas adyacentes de aspecto histolégico
normal. En todos los casos la amplificacion es 1000 X.
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En conclusion, estos estudios inmunohistoquimicos de expresion de p300 en
biopsias humanas muestran que la proteina esta fuertemente sobreexpresada
en los tejidos tumorales con respecto a las glandulas mamarias no malignas o
a los tejidos adyacentes de aspecto histolégico normal. Ademas, se ha
detectado una inusual localizacion citoplasmatica de p300 en los tejidos
tumorales siendo casi indetectable en las gldndulas mamarias no malignas o en

las zonas adyacentes de aspecto histoldégico normal.

Estudios de correlacion de la expresion de p300 en
biopsias humanas de carcinomas mamarios con datos

clinicos e histopatologicos.

Una vez estudiada la expresion de p300 y sus caracteristicas en biopsias
humanas se realizaron los estudios de correlacién de dicha expresion con los
parametros clinicos e histopatolégicos de los que se disponia. Como se
observa en la tabla 2 se analizaron los siguientes parametros: edad, estadio,
tamafio del tumor, estatus de los ganglios linfaticos, recaida, grado histologico,
grado nuclear, indice mitético, RE, RP y Her2. En la misma tabla se pueden
observar los resultados de dicho estudios. Este andlisis reveldé que existe una
asociacion significativa entre la expresiéon de p300 y una menor edad de la
paciente (p = 0,049, figura 35 A), un menor tamafio tumoral (p = 0,0071, figura
35 B) y una ausencia de la recaida (p = 0,048, figura 35 C).

Como se ha descripto anteriormente durante el transcurso de esta tesis se ha
detectado una inusual localizacion citoplasmatica para p300. Como se
describié en el apartado anterior, esta localizacion es casi exclusiva de los
tumores mamarios siendo casi indetectable en los tejidos utilizados como
control (glandulas mamarias no malignas y zonas adyacentes de aspecto
histolégico normal). Légicamente estas observaciones conducen a preguntarse
si esta localizacién tiene alguna relacion con la transformacion maligna y/o la

progresion tumoral en el cancer de mama. Tratando de comenzar a responder
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a esta pregunta se analizé la correlacion de la expresion citoplasmatica de

p300 con los mismos parametros clinicos e histopatoldgicos.

Como se puede ver en la tabla 3 y en forma similar a lo detectado con la
expresion de p300 se pudo observar una asociacion significativa entre la
expresion citoplasmatica de p300 y un menor tamafio tumoral (p = 0,026, figura
36 A) y ausencia de recaida (p = 0,027, figura 36 B).
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Figura 35. Estudio de la correlacion de la expresion de p300 con datos clinicos e
histopatolégicos. Graficos mostrando la correlacion de la expresion de p300 con la edad de
las paciente (A), T del TNM (B) o recaida de la enfermedad (C), Test Chi-cuadrado.
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Figura 36. Estudio de la correlacion de la localizacién citoplasmatica de p300 con datos
clinicos e histopatolégicos. Gréaficos mostrando la correlaciéon de la localizacion
citoplasmatica de p300 con T del TNM (A) o recaida de la enfermedad (B), Test Chi-cuadrado

Maria Kugenia ~sfermento Pagina 102



Tabla 2: Asociacion de la expresion de p300 con los parametros
clinicos e histopatol6gicos de las pacientes con cancer de mama.

Expresion de p300
(N° de pacientes y
Parametros clinicos e Total de porcentaje de los Valor p*
histopatolégicos pacientes mismos) P
Presencia | Ausencia
p300 p300
Edad (afios)
<49 29 27 (93,1) 2(6,9) 0.049
50-60 28 27 (96,4) 1(3,6) '
>61 26 20 (76,9) 6 (23,1)
Estadio
I 26 23(88,5) 3(11,5)
Il 30 29(96,7) 1(3,3) 0,081
I 21 16(76,2) 5(23,8)
ND 6 - -
T (TNM)
T1(<2cm) 37 36(97,3) 1(2,7)
T2 (>2a<5cm) 31 29(93,5) 2(6,45) 0,007
T3 (> 5cm) 13 9(69,2) 4(30,8)
ND 2 - -
Ganglios
Negativo 46 42(91,3) 4(8,7) 0.293
Positivo 30 25(83,3) 5(16,7) '
ND 7 - -
Recaida
Ausencia 38 37(97,4) 1(2,6) 0.048
Presencia 24 20(83,3) 4(16,7) '
ND 21 - -
Grado histolégico
I 4 4(100) 0(0)
Il 30 25(83,3) 5(16,7) 0,366
1] 40 37(92,5) 3(7,5)
ND 9 - -
Grado nuclear
I 2 2(100) 0(0)
Il 33 30(90,9) 3(9,1) 0,900
I 25 23(92) 2(8)
ND 23 - -
Indice mitético
I 29 29(100) 0(0)
Il 13 11(84,6) 2(15,4) 0,115
I 10 9(90) 1(10)
ND 31 - -
RE
Positivo 24 20(83,3) 4(16,7) 0.106
Negativo 55 52(94,5) 3(5,5) '
ND 4 - -
RP
Positivo 20 18(90) 2(10) 0819
Negativo 60 55(91,7) 5(8,3) '
ND 3 - -
Her2
Positivo 21 19(90,5) 2(9,5) 0.550
Negativo 53 50(94,3) 3(5,7) '
ND 9 - -

* Test de Chi-cuadrado, p <0,05 fue considerado significativo. ND: No disponible
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Tabla 3: Asociacion de la localizacion citoplasméatica de p300 con los

parametros clinicos e histopatoldégicos de las pacientes con céancer de
mama.

Expresidn citoplasmatica
de p300
Parametros clinicos e Total de (N° de pacientes y Valor p*
histopatolégicos pacientes porcentaje de los P
mismaos)
Presencia Ausencia
Edad (afios)
<49 27 22(81,5) 5(18,5)
50-60 27 20(74,1) 7(25,9)) 0,643
>61 20 14(70,0) 6(30,0)
Estadio
I 23 20(87,0) 3(13,0)
Il 29 22(75,9) 7(24,1)
11 16 12(75,0) 4(25,0) 0,544
ND** 6 - -
T(TNM)
T1(<2cm) 36 29(80,6) 7(19,4)
T2(>2a<5cm) 29 25(86,20 4(13,8) 0,026
T3 (> 5cm) 9 4(44,4) 5(55,6)
Ganglios
Negativo 42 34(81,0) 8(19,0) 0.629
Positivo 25 19(76) 6(24) '
ND 7 - -
Recaida
Ausencia 37 33(89,2) 4(10,8) 0.027
Presencia 20 13(65,0) 7(35,0) '
ND 17 - -
Grado histolégico
I 4 2(50) 2(50)
Il 25 19(76,0) 6(24,0)
m 37 31(83.8) 6(16.2) 0,265
ND 8 - -
Grado nuclear
I 2 2(100) 0(0)
Il 30 24(80,0) 6(20,0)
1 23 20(87.0) 3(13.0) 0,648
ND 19 - -
Indice mitético
I 29 23(79,3) 6(20,7)
Il 11 9(81,8) 2(18,2)
11 9 8(88,9) 1(11,1) 0,810
ND 25 - -
RE
Positivo 20 14(70,0) 6(30,0) 0.160
Negativo 52 44(84,6) 8(15,4) '
ND 2 - -
RP
Positivo 18 14(77,8) 4(22,2) 0705
Negativo 55 45(81,8) 10(18,2) '
ND 1 - -
Her2
Positivo 19 16(84,2) 3(15,8) 0983
Negativo 50 42(84,0) 8(16,0) '
ND 5 - -

* Test de Chi- cuadrado, p < 0,05 fue considerado significativo. ND: No disponible
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Obviamente, otro de los parametros clinicos que interesa estudiar si se quiere
evaluar la capacidad prondstica de un potencial marcador molecular es su
correlacion con la sobrevida de los pacientes. Se decidié entonces realizar la
estimacion de la funcion de supervivencia (para la sobrevida global) mediante
el método de Kaplan—Meier, tomando como factor la variable expresion positiva
0 negativa de p300. Para analizar si existian diferencias significativas entre las
distribuciones de supervivencia (curvas) se aplic6 el test Log Rank. Este
analisis mostrd que no existian diferencias significativas entre las pacientes con

expresion negativa (n=8) o positiva (n=73) de p300 (p = 0,071, figura 37).

" p = 0,071

0,64

- p300 + p300

Sobrevida acumulada
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Figura 37. Correlacién entre la expresién de p300 y el tiempo de sobrevida de las
pacientes. Curvas de sobrevida de 81 pacientes de acuerdo a la expresion de p300 (log-rank
test). Sobrevida global, probabilidad de sobrevida de todos los pacientes con CM: expresion

negativa, n=8; expresion positiva, n=73.

Cabe destacar que estos resultados obtenidos con biopsias humanas no son
los esperados en base a los descriptos anteriormente que fueron obtenidos
utilizando las lineas celulares y los modelos animales, donde se observé que la
inhibicion del p300 produce efectos antitumorales (es decir que p300 tendria
efectos protumorales). La asociacion entre la expresion general y la

citoplasmatica de p300 con un menor tamafio tumoral y con ausencia de
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recaida si bien no establece una relacion de causa-efecto, sugiere una accion
antitumoral o de gen supresor tumoral para esta proteina. En el mismo marco
es inesperada la ausencia de correlacién de la expresion total de p300 con la
sobrevida global de las pacientes. El asesoramiento estadistico alerté que este
resultado puede estar influenciado por el bajo nimero de muestras que no
expresaron p300 (n=8) y que el valor de p indicaba una tendencia a una mayor
sobrevida de los pacientes que expresaban p300 en sus tumores indicando

nuevamente un rol de gen supresor tumoral.

Tratando de profundizar el estudio se realiz6 un andlisis multivariado. Se
modelé no sélo la relacion entre la tasa de supervivencia y el tiempo, sino
también la posible relacién con diferentes variables registradas para cada
sujeto, es decir, se calculo la tasa de mortalidad como una funcion del tiempo y
de las variables prondstico. EI modelo mas utilizado en estos casos es el
denominado “de riesgos proporcionales” o “modelo de Cox”. Las variables
incorporadas en el modelo fueron: p300; grupo etario, alcoholismo, habito de
fumar, estadio, estatus de ganglios linfaticos axilares, antecedentes familiares,
RE (receptores estrogénicos), RP (receptores de progesterona), HERZ2,
neoadyuvancia, tratamiento quirargico, hormonoterapia, radioterapia y estatus
de sobrevida global (SVG). Las variables que intervinieron en la ecuacién y que
por lo tanto resultaron influyentes en la supervivencia fueron: p300, cigarrillo y
hormonoterapia (tabla 4). Es de destacar entonces que este estudio esta
indicando que la expresion de p300 en los tejidos tumorales es una variable
independiente de las demas que estaria asociada a la sobrevida global de los

pacientes con cancer de mama.

Tabla 4: Expresién de p300 como variable influyente sobre la sobrevida del

paciente.

Variables en la ecuacién B SE Wald df Sig. Exp(B)
Expresién de p300 -2,971 1,019 8,501 1 ,004 ,051
Habito de fumar -2,231 ,976 5,224 1 ,022 ,107
Terapia hormonal -1,746 ,826 4,469 1 ,035 174

El hecho que la expresion citoplasmatica de p300 se detectd -casi

exclusivamente en los tejidos tumorales hizo surgir la hipotesis que su

localizacion subcelular podria estar involucrada en el papel desempefiado por
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el p300 en cancer de mama. Para comenzar a contrastar esta hipoétesis se
decidié analizar la correlacion entre la localizacion subcelular de p300 y la
sobrevida de las pacientes.

La curvas de Kaplan-Meier mostraron que las pacientes que presentaban
tumores con p300 citoplasmatico tenian mayor sobrevida (mediana = 107,3
meses) que aquellas pacientes que poseian tumores con expresion
exclusivamente nuclear de p300 (mediana = 49,4 meses, p < 0,0001, test Log
Rank, figura 38 A). Dado que algunos tumores presentaban expresion casi
exclusivamente citoplasmatica de p300 mientras que otros presentaban p300
tanto en nucleo como en citoplasma se decidié hacer el analisis dividiendo a las
pacientes en tres grupos, a saber: p300 predominantemente citoplasmatico,
p300 nuclear + citoplasmatico y p300 predominantemente nuclear. Las
pacientes cuyos tumores expresaban p300 exclusivamente en el citoplasma
tenian mayor sobrevida (mediana = 123 meses) que aquellas cuyos tumores
presentaban p300 en ndcleo y citoplasma (mediana = 100 meses). Estas
Gltimas a su vez presentaban una sobrevida mayor que las pacientes cuyos
tumores presentaban p300 casi exclusivamente nuclear (mediana = 49 meses,
p < 0,0001, test Log Rank figura 38 B).

1.0+ 1,04

*** p < 0,0001 tﬁ]t‘i_k *** p < 0,0001
0,6+ l
P300
citoplasmatico

| P300

citoplasmatico
0.4+ L

P300 nuclear y
02+ citoplasmatico

] P300
exclusivamente
e nuclear 004

Sobrevida acumuladal
in
Sobrevida acumuladal

P300 nuclear

T T T T T T T T T
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 000 50,00 100,00 150,00 20000

SVG (meses) SVG (meses)

Figura 38. Correlacién entre la localizacién de p300 y el tiempo de sobrevida de las
pacientes. A.Sobrevida global, probabilidad de sobrevida de todos los pacientes con CM:
localizacion citoplasmética, n=58; solamente localizacion nuclear, n=15. B Sobrevida global,
probabilidad de sobrevida de todos los pacientes con CM: solamente localizacion
citoplasmatica, n=25; localizaciéon citoplasmatica y nuclear, n=33; solamente localizacién

nuclear, n=15, test Log Rank.
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Para analizar si la localizaciéon de p300 era una variable independiente en su
relacion con la sobrevida de las pacientes se realiz6 un andlisis multivariado.
Se encontré que las variables que intervienen en la ecuacién son: localizacién
de p300 y habito de fumar; es decir, estas dos variables influyen en la

supervivencia en forma independiente (tabla 5).

Tabla 5: Localizaciéon de p300 como variable influyente sobre la sobrevida del

paciente
Variables en la ecuacién B SE Wald df Sig. Exp(B)
Localizacién de p300 -,957 431 4,933 1 ,026 ,384
Habito de fumar -1,452 ,683 4,522 1 ,033 ,234

Estudios de la expresion de p300 en biopsias de

carcinomas mamarios humanos triple negativos.

Tal como se describi6 en la introduccién los carcinomas mamarios clasificados
como triple negativos no expresan receptores hormonales ni el receptor HER2.
Estos tumores tienen un comportamiento clinico mas agresivo y un peor
prondstico. Ademas, por la ausencia de estos mismos receptores carecen de
una terapia dirigida. Por estas razones seria importante caracterizar mejor
estos carcinomas detectando nuevos marcadores moleculares y nuevos
blancos para su tratamiento. Debido a esto se decidio iniciar el estudio de la
expresion de p300 en biopsias humanas de este tipo de tumores y analizar su
correlacién con parametros clinico e histopatoldgicos. Para este estudio se

logré obtener 40 biopsias.

Se comenzd estudiando la cantidad de tumores que expresaban p300
detectandose la presencia de la proteina en el 92,5 % (37/40) de las muestras.
También se estudiaron los niveles de expresion semicuantificando por medio
del indice IRS observandose una mayor expresion de p300 en las zonas
tumorales (mediana = 8) que en las zonas adyacentes de aspecto histologico
normal (ZAN, mediana = 1; p = 0,0023, figura 39).
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Figura 39. Expresion de p300 en tumores triple negativos. A. En el grafico se observa la
semicuantificacion mediante el indice IRS de los niveles de p300 en las ZAN (n=7) y en los
tejidos tumorales (n=40); test de Mann Whitney, p = 0,0023. B y C. Fotomicrografias
representativas mostrando la deteccién inmunohistoquimica de p300 en la ZAN (B) y en los

tumores (C).

También en estos tumores se estudid la localizacion subcelular de p300.
Nuevamente se detect6 que la proteina se encontraba localizada
exclusivamente en el ndcleo en todas las zonas adyacentes de aspecto
histoldgico normal y la localizacion citoplasmatica solo pudo detectarse en los
tejidos tumorales. Dentro de estos ultimos el 49 % present6 expresion nuclear y
citoplasmatica, el 35 % presentd expresion exclusivamente citoplasmatica y el

16 % restante mostré solo la tipica expresion nuclear (figura 40).
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Figura 40. Localizacion subcelular de p300. Fotomicrografias representativas mostrando
localizacion nuclear de p300 en las zonas adyacentes de aspecto histoldgico normal (ZAN) (A)
y localizacién nuclear (B), citoplasmética (C) y citoplasmatica y nuclear (D) en los tejidos
tumorales. E. El grafico de barra muestra los porcentajes de cada localizacion subcelular de
p300 en tejidos tumorales y ZAN; test Chi-cuadrado, p = 0,0003.

Estudios de correlacion de la expresion de p300 con
datos clinicos e histopatoldgicos en biopsias humanas

de carcinomas triple negativos.

También para estos carcinomas se realizé el anadlisis de correlacion de la
proteina p300 con los siguientes parametros clinicos e histopatolégicos: edad,
estado hormonal, tamafio tumoral, estadio y grado nuclear e histologico. En
este caso se considerd conveniente utilizar el coeficiente de correlacion de
Spearman (no paramétrico). El analisis de correlacion se realiz6 teniendo en
cuenta los niveles de p300 semicuantificados por medio del indice IRS. Los
resultados de estos estudios mostraron que mayores niveles de p300 se
asocian a menor edad de las pacientes (p = 0,0102) y con el estado hormonal
premenopadusico (p = 0,0116). En cuanto a su correlacion con los factores
prondésticos se encontré que mayores niveles de p300 se asocian con un menor
tamafio tumoral (p = 0,0480) y con estadios menos avanzados (p = 0,0252,
figura 41).
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Figura 41. Estudios de correlacion entre los niveles de p300 y pardmetros clinicos e
histopatolégicos. Los graficos muestran la correlacién entre el IRS de p300 y la edad (A), el

estado hormonal (B), el tamafio tumoral (C) y el estadio (D), test de correlacion de Spearman.

También se realiz6 el analisis de correlacion entre la expresién de p300 con la
sobrevida global de las pacientes utilizando las curvas de Kaplan-Meier. En
primer lugar se estudié la correlacion entre la presencia y ausencia de p300
con la sobrevida global no detectdndose diferencias significativas entre las
curvas. En este caso solo habia tres biopsias con ausencia de p300, por lo cual
se decidio utilizar curvas ROC (Receiving Operating Characteristic) con el fin
de hallar el punto de corte estadisticamente valido para definir valores altos y
bajos de los niveles de expresion de p300. ElI punto de corte resultd
corresponder a un valor de IRS de 6 (figura 42 A). Las curvas de sobrevida
global separando a las pacientes en aquellos cuyos tumores tenian un IRS > 6
y aquellos que tenian un IRS < 6 tampoco mostraron diferencias significativas
(figura 42 B). En este caso no se pudo realizar un analisis multivariado debido a

gue el numero de biopsias de carcinomas triple negativos no eran suficientes.
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Figura 42. Analisis de correlacién de la expresion de p300 con la sobrevida global. A.
Curva ROC. El area debajo de la curva para el valor de corte de 6 fue de 0,0753 con un
intervalo de confianza de 95 % entre 0,566 y 0.889. Para este punto de corte la sensibilidad fue
del 62,5 % y la especificidad de 69,57 % B. Curvas de Kaplan-Meier comparando la sobrevida

global conun IRS >a 6 e IRS <6, p =0,3275, test Log-Rank.

También se estudio la correlacion entre la localizacion subcelular de p300 con
los parametros clinicos e histopatoldgicos de los que se disponia observandose
que una mayor expresion de p300 citoplasmatico se correlaciona con estadios
menos avanzados de la enfermedad (p = 0,0258, figura 43 A).

El analisis de correlacion entre la localizacién subcelular de p300 y la sobrevida
global nuevamente mostr6 que aquellos pacientes con mayor expresion
citoplasmatica de p300 en sus tumores tenian una mayor sobrevida global (p =
0,0376, figura 43 B).

Maria Kugenia ~sfermento Pigina 112



A 4-9
1=T
34 2= ITA
o 3=TIB
- 4= TITA
% 29 . . [N ] .
w r=-0,4498
14 . LI ] * p=0,0111
c T T T L] 1
0 20 40 60 80 100
p300 citoplasmatico (%)
B
m 100 TN I THTI i ]
e
=
g 80+ * p=0,0367
o] —
o 601
- S —— p300 nuclear
.% 40 —— p300 nuclear y citoplasmatico
= —— p300 citoplasmatico
Q201
S
D_ 0 1 1 1 1
0 50 100 150 200
Tiempo (meses)

Figura 43. Analisis de correlacion entre la localizacion subcelular de p300 con el estadio
tumoral y la sobrevida global. A. Grafico mostrando la correlaciéon entre localizacion
citoplasmatica de p300 con el estadio. Cada punto representa el promedio para cada tumor del
porcentaje de células con p300 citoplasmatico en 10 campos al azar, p = 0,0258; test de
correlacién de Spearman. B. Curvas de Kaplan-Meier comparando la sobrevida global de las
pacientes con tumores que expresan p300 solamente nuclear, nuclear y citoplasmatico y
solamente citoplasmatico, p = 0,0367, test Log-rank.

En conclusién, una alta expresion de p300 en tumores de mama triple
negativos se asocia a un menor tamafio tumoral y a menores estadios.
Ademas, la localizacién exclusivamente citoplasmatica se correlacioné con un
menor estadio de las pacientes y con una mayor sobrevida global. Como ya se
comento estos estudios estadisticos no indican una relacion de causa-efecto.
Sin embargo, es de destacar que, al igual que lo observado en el estudio
general de los carcinomas mamarios, los resultados sugieren que p300 actia
como un supresor tumoral y que su localizacidn citoplasmatica, observada casi
exclusivamente en los tejidos tumorales, se asocia a una mayor sobrevida

global.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Como se ha visto en la introduccion de esta tesis, existe evidencia que el p300
esta relacionado con el cancer en general aunque no esté claro si actia como
un oncogén o un gen supresor tumoral (Goodman y Smolick, 2000). En algunos
trabajos se reportan acciones de la proteina claramente protumorales y en
otros se deduce una funcién contraria para distintos tipos de cancer. Esto no es
de extrafar si se tiene en cuenta la diversidad de alteraciones moleculares que
subyace al conjunto de patologias que se retne bajo el nombre de cancer. Sin
embargo, varias veces estos dos roles antagénicos se han reportado para la

misma clase de cancer.

En relacidon al carcinoma mamario, que es el que nos ocupa en esta tesis,
como también se ha descripto detalladamente en la introduccién, se han
reportado ambos roles.

También hay que destacar que la mayor parte de las investigaciones sobre la
relacion ente p300 y el carcinoma mamario se han realizado en lineas celulares
derivadas de estos tumores siendo escasos los estudios utilizando modelos
animales. Igualmente escasos han sido los estudios que utilizaron biopsias
humanas para estudiar mutaciones en el gen de p300 o analizar correlaciones
con datos clinicos e histopatologicos. Estos ultimos también han arrojado
resultados contradictorios ya que, por ejemplo, Kurebayashi y colaboradores
(2000) le asignan un rol protumoral, mientras que Green y colaboradores

(2008) describen que el p300 tiene un rol antitumoral.

En este trabajo de tesis se ha intentado realizar un estudio integral de la
influencia de esta importante proteina multifuncional en el cancer de mama.
Para ello se ha trabajado en los tres sistemas experimentales habitualmente
utilizados en los estudios de biologia del cancer. Se ha investigado el rol del
p300 realizando experimentos con lineas celulares derivadas de carcinomas
mamarios murino y humanos, con modelos animales y con biopsias humanas.

Teniendo en cuenta la importancia de los receptores hormonales para el
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desarrollo de estos tumores hemos incluido lineas hormono-dependientes y

hormono-independientes.

En la linea celular murina LM3 y en la linea celular humana MDA-MB-231,
ambas hormono-independientes, se ha observado que la inhibicion de la
funcién acetilasa de p300 reduce la viabilidad celular (por medio de la induccién
de la apoptosis), la migracion y la invasion celular. Como es la inhibicion de la
actividad acetilasa de p300 la que produce este efecto experimental se puede
deducir que p300 puede actuar como un oncogén ejerciendo efectos
protumorales. Este efecto no pudo detectarse en las lineas hormono-
dependientes murina LMO5 y la humana T47D. Es sabido que los carcinomas
mamarios que expresan receptores hormonales tiene una biologia muy distinta
de aquellos que no lo hacen y es sumamente interesante investigar la causa de
esta accion diferencial de p300. Como se ha descripto en la introduccién, el
p300 es un regulador de la transcripcion génica que realiza esta funcion a
través de multiples mecanismos tales como acetilar histonas y factores de
transcripcion, actuar como una proteina puente entre la maquinaria basal de
transcripcion y complejos de factores de transcripcion y como proteina
“scaffold” para estos mismos complejos. Ademas, como también se describid
en la introduccién, hay mucha evidencia que demuestra que el p300 puede
interactuar con los receptores de estrégenos para modular la transcripcion de
los genes blanco de estos ultimos. Surge entonces la hipétesis que el efecto de
p300 involucre distintos mecanismos moleculares de accion en los tumores
homono-dependientes y en los hormono-independientes. En los experimentos
realizados en esta tesis con lineas celulares se ha inhibido solo la funcion
acetilasa de p300. Es posible que esta inhibicion afecte solamente la accion de
esta proteina sobre las lineas hormono-independientes y que sean los otros
mecanismos de accion del p300, no afectados por esta inhibicién, los que
actuen preponderantemente sobre las lineas hormono dependientes. Este tema
ha iniciado una nueva linea de investigacién en el laboratorio en el que se ha

desarrollado esta tesis.

En el modelo de transplante singeneico de células LM3 utlizado en esta tesis

se ha demostrado que la inhibicién de la actividad acetilasa de p300 disminuye
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la carga tumoral, la capacidad de invasion del tumor primario a la cavidad
abdominal y el nimero de metéstasis pulmonares. Estos efectos de p300
parecen deberse a que induce apoptosis y disminuye la proliferacion celular.
Esta accion del p300 sobre la proliferacién celular en los tumores del modelo
animal no fue detectada en los estudios con células en cultivo. Es conocida la
importancia de las interacciones heterotipicas entre las células epiteliales
tumorales y las células del estroma tumoral. Obviamente, en las células en
cultivo estas interacciones no estan presentes y es posible que esta diferencia
esté relacionada con la ausencia de accion del p300 sobre el ciclo celular. De
todas formas también en este modelo animal se ha detectado un claro rol
oncogénico para la actividad acetilasa del p300 al igual que en las lineas

celulares.

En concordancia con estos resultados, obtenidos en lineas celulares y en el
modelo animal de carcinoma mamario, un rol oncogénico para p300 ha sido
reportado también para otros tipos de cancer, por ejemplo, leucemia, cancer de
préstata, colon y pulmén (Borrow et al, 1996; Debes et al, 2003; Ishihama et al,
2007; Karamouzis et al, 2007). Ma&s importante aun es el hecho que estos
resultados concuerdan con trabajos que demuestran que inhibidores de la
actividad acetiltransferasa de p300 son potentes agentes antitumorales (Yang
et al, 2013) y que la inhibicion de p300 es una estrategia efectiva en el

tratamiento de carcinomas mamarios triple negativos (Liao et al, 2012).

Los estudios de expresion de p300 y su correlacion con datos clinicos e
histopatoldgicos mostraron que una alta expresion de esta proteina se asocia
con menor tamafio tumoral y ausencia de recaida no observdndose una
relacion clara con la sobrevida global. Similarmente, en los carcinomas
mamarios triple negativos la elevada expresion de p300 se asocié con menor
tamafio tumoral y menor estadio de la enfermedad sin observarse tampoco una
relacion con la sobrevida. Si bien las correlaciones estadisticas no comprueban
una relacion de causa y efecto, estos resultados son sorprendentes, ya que
estan sugiriendo un rol de gen supresor tumoral para el p300 en los carcinomas
mamarios oponiéndose a los resultados obtenidos en esta misma tesis con

lineas celulares y con el modelo animal.
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Una posible explicacion a esta contradiccion se encuentra en la atipica
localizacion citoplasmatica del p300. Como se ha descripto en la seccion de
resultados, se ha detectado consistentemente, tanto en los modelos animales
de cancer mamario investigados como en las biopsias humanas, que a
diferencia de los tejidos que pueden ser considerados normales o no malignos,
en los tejidos tumorales el p300 se encuentra en el citoplasma. Esta
localizacion citoplasmatica puede ir acompafada en mayor o menor medida por

la localizacién nuclear de la proteina.

Esta claro por lo que se desprende de la funcién bioldgica de p300 y de la
abundante evidencia del modo de accion de esta proteina en lineas celulares
de cancer en general y de carcinoma mamario en particular (ver introduccion),
qgue un rol oncogénico del p300 se debe total o preponderantemente a su
accion de regulador de la transcripcion génica y, por lo tanto, requiere de su
localizacion nuclear. Si el p300 es trasladado desde el nucleo al citoplasma la

proteina no podria ejercer entonces su rol oncogénico.

¢, Qué hace el p300 en el citoplasma? Hay dos posibilidades: que se encuentre
alli para ser secuestrado y/o degradado o que esté ejerciendo alguna funcién
bioloégica especifica. En el primer caso al trasladarse desde el nudcleo al
citoplasma simplemente dejaria de ejercer su efecto oncogénico al no poder
ejercer su efecto sobre la transcripcion génica. En el segundo caso es posible

que sus funciones bioldgicas en el citoplasma tengan un rol antitumoral.

Cuando esta localizacién citoplasmatica fue detectada al comienzo de este
trabajo de tesis existian en la literatura pocos reportes de la misma. Sin
embargo, en los Ultimos afios han aparecido trabajos que describen la
localizacion citoplasméatica de p300 y algunos de ellos sugieren cual puede ser
la significancia biologica de esta localizacion. Chen y colaboradores proponen
que el traslado de p300 al citoplasma es parte de la regulacion de la funcion de
esta proteina, ya que en el citoplasma la misma seria ubiquitinada y degradada
en los proteosomas o bien seria secuestrada en los agresomas si el sistema
proteosomal se viera colapsado (Chen et al, 2007; Chen & Li, 2011). También

se ha reportado que el p300 citoplasmatico disminuye la actividad de la histona
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desacetilasa 6 (HDAC6). Como es sabido esta ultima enzima desacetila a la
tubulina incrementando la motilidad celular. Por lo tanto, en este caso, el p300
en el citoplasma ejerceria un efecto inhibidor de la motilidad celular (Han et al,
2009).

Los resultados de esta tesis junto con lo reportado en la bibliografia, sugieren
una nueva y mas refinada hipotesis la cual se detalla a continuacién. La
alteracion patoldgica de la actividad acetilasa con su consecuente efecto sobre
la funcion reguladora de la transcripcion del p300 contribuye a la
transformaciéon maligna y a la progresién tumoral en el carcinoma mamario. Es
probable que la célula trate de compensar esta accién defectuosa de la
actividad acetilasa incrementado los niveles de p300, lo que a su vez conduce
a mayores niveles de la proteina en el citoplasma. Alternativamente, puede
suceder que la translocacion de p300 al citoplasma sea parte de un mecanismo
de regulacion de la accion de esta proteina, tal como sugieren Chen y Li
(2011), y que este mecanismo se encuentre desregulado en las células
tumorales. En cualquier caso, el resultado es un incremento de p300
citoplasmatico. Una vez en el citoplasma la proteina es degradada por los
proteosomas 0 secuestrada en los agresomas en caso que los primeros se
vieran sobrepasados en su accion. También es probable que en el citoplasma
p300 tenga funciones biolbgicas tales como la inhibicion de la HDAC6 con su
consecuente accién sobre la motilidad celular y que estas acciones ejerzan un

efecto antitumoral.

En resumen, la accién oncogénica del p300 se ejerce en el nucleo a través de
su accién sobre la regulacién de la transcripcién y al ser trasladado al
citoplasma esta accién se pierde, ya sea por la separacion fisica del sitio de
accion nuclear, porgue ademas es degradado en los proteosomas y/o
secuestrado en los agresomas y posiblemente también porque ejerce nuevas
funciones especificas de su ubicacion en el citoplasma que tienen efectos

antitumorales.

Cabe destacar que también para otras proteinas tales como el p27""* se ha

demostrado que su funcidon puede ser regulada mediante su traslado al
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citoplasma y que este mecanismo de translocacion puede estar alterado en el

cancer (Bloom &Pagano, 2003; Besson et al, 2004).

Esta hipotesis es coincidente con los resultados obtenidos en esta tesis. Al
inhibir la actividad acetilasa de p300 y consecuentemente su accion reguladora
de la transcripcion, en las lineas celulares y en el modelo animal, se obtuvieron
claros efectos antitumorales. Probablemente la célula reacciona a esta
inhibicion incrementando los niveles de p300 lo cual produce un incremento de
su localizacion citoplasmatica tal como se observo en las células LM3 y en el
modelo animal obtenido con estas células. Cuando en los experimentos con los
cultivos primarios derivados del modelo de induccion carcinogénica con DMBA
se inhibi6 la actividad de los proteosomas, el elevado nivel de p300
citoplasmatico en las células tumorales, pero no en las normales, indujo el
reclutamiento de la proteina en los agresomas. Esta hipétesis también coincide
con los estudios realizados en biopsias humanas ya que explica el aumento de
p300 citoplasméatico observado en los tejidos tumorales y su ausencia en las
glandulas mamarias no malignas o en los tejidos adyacentes al tumor de
aspecto histolégico normal. La hipétesis también explica por qué no se
encontrd correlacion significativa entre la expresion total de p300 y la sobrevida
de las pacientes, ya que al considerar la expresion celular total se estaba
teniendo en cuenta tanto el p300 nuclear con su efecto protumoral como el
p300 citoplasméatico con su efecto neutro o antitumoral. En cambio cuando se
tuvieron en cuenta solamente los niveles de p300 citoplasmatico se obtuvo una
consistente asociacion con una mayor sobrevida. En este sentido es muy
llamativa la coincidencia detectada cuando se observd que las pacientes que
presentaban p300 exclusivamente citoplasmatico en sus tejidos tumorales
tenian mayor sobrevida que aquellas que presentaban p300 tanto en el nlcleo
como en el citoplasma, y que estas Ultimas tenian mayor sobrevida que
aguellas que presentaban p300 exclusivamente en el nucleo de sus células

tumorales, tal como se puede observar en la figura 38 B.

Para finalizar, se desea remarcar que esta hipotesis puede explicar el rol dual
antagonico, de oncogén y de gen supresor tumoral, reportado reiteradamente

para la accién de esta proteina en el cancer.

Maria Kugenia ~sfermento Pagina 119



En conclusion, en este trabajo de tesis se ha aportado evidencia que indica que
la actividad acetilasa de p300 esté involucrada en la progresion del carcinoma
mamario promoviendo la supervivencia y la invasion celular, como ha sido
demostrado en lineas celulares de carcinomas mamarios en cultivo y en un
modelo murino de este tipo de cancer. En conjunto, estos resultados apoyan un
rol oncogénico para el p300 en el carcinoma mamario. También se demostré
que el p300 citoplasmatico estd sobreexpresado en los tumores mamarios
humanos y que esta localizacion citoplasmatica se asocia con un menor
tamafio tumoral, menor tasa de recaida y mayor sobrevida global de las

pacientes.

Finalmente, este trabajo de tesis sugiere una nueva y mejor hipotesis que es
gue la localizacion citoplasmatica de p300 impide los efectos protumorales que
la proteina tiene en el nlcleo, promoviendo de esta manera una mayor
sobrevida de las pacientes. Ademas explica el rol dual observado para el p300

en el cancer. Esta nueva hipétesis es esquematizada en la figura 44.

Inhibicién de la actividad Actividad acetilasa de — Progresion
acetilasa de p300 P300 tumoral

l \ Agresomas |

Incremento de niveles de N /
P300 mm=) | Citoplasma | mmmp | Proteosoma |

- _/
Y

| Asociado a |

Fact Ssti : -
*favorables | sobrevida | Recaida

La localizacion citoplasmatica de p300 seria importante como un marcador tumoral
de pronéstico favorable en el carcinoma mamario

Figura 44. Esquema de la hip6tesis surgida de este trabajo de tesis.
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