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RESUMEN

La expresion de hemoxigenasa 1 (HO-1) ha demostrado estar sobre-regulada en
el cancer colorrectal (CCR), pero el papel que desempefia en este tipo de cancer
aun no se ha dilucidado. Los objetivos de este estudio han sido analizar la
expresion de HO-1 en CCR invasivo humano, evaluar su correlacion con
parametros clinicos -histopatologicos e investigar los mecanismos por los cuales la
enzima influye en la progresion tumoral. Se confirm6 que HO-1 fue sobre-
expresada en CCR invasivo humano y se encontré que la expresion de la enzima
se asocia con un mayor tiempo de supervivencia global de los pacientes. Ademas,
se observd, en un modelo de CCR en ratas inducido quimicamente con 1,2-
dimetilhidrazina que la expresion total y nuclear de HO-1 aumenta con la
progresion tumoral. El estudio de los mecanismos implicados en la accion de la
HO-1 en CCR demostrd que la proteina reduce la viabilidad celular a través de la
induccion de la detencién del ciclo celular y de la apoptosis; y que se requiere la
proteina supresora de tumores p53 funcional para estos efectos. Esta reduccion
en la viabilidad celular se acompafia por la modulacion de los niveles de p21, p27,
ciclina D1, Bax, uPARP y por la modulacién de las vias de caspasa-3, Akt y
PKC’s. También, en modelos animales murinos, se demostré que la modulacion
genética y farmacoldgica de HO-1 reduce la tasa de crecimiento y la carga tumoral
cuando p53 se encuentra en su estado salvaje. En adicién, se observd que la
sobre-expresion de HO-1 reduce la migracion e invasion celular. En conclusién,
estos resultados demuestran un papel antitumoral de HO-1 apuntando a la

importancia de la condicion de p53 en esta actividad antitumoral.




ABSTRACT

The expression of heme oxygenase-1 (HO-1) was shown to be up-regulated in
colorectal cancer (CRC), but the its role in this type of cancer has not yet been
elucidated. The objectives of this study were to analyze the expression of HO-1 in
human invasive CRC, to evaluate its correlation with clinical-histopathological
parameters and to investigate the mechanisms by which the enzyme affects tumor
progression. It was confirmed that HO-1 was over-expressed in invasive human
CRC and was found that the expression of the enzyme is associated with an
increased overall survival time of patients. Furthermore, it was observed in a
chemical animal model of CRC induced in rats with 1,2-dimethylhydrazine that the
total and the nuclear expression of HO-1 increased with tumor progression. The
study of the mechanisms involved in the action of HO-1 protein in CRC, showed
that the protein reduces cell viability through induction of cell cycle arrest and
apoptosis; and functional suppressor protein p53 is required for this purpose. This
reduction in cell viability is accompanied by modulation of the levels of p21, p27,
cyclin D1, Bax, uPARP and modulation of caspase-3, Akt and PKC's pathways.
Also, in animal murine models, it was demonstrated that genetic and
pharmacological modulation of HO-1 reduces the rate of growth of tumors and the
tumor load when wild type p53 is present. In addition, we observed that
overexpression of HO-1 decreases migration and cell invasion. Altogether, this
results show an antitumor role of HO-1 pointing to the importance of p53 status with its

antitumor activiy.




ABREVIATURAS

ADN acido desoxirribonucleico

Akt Proteina quinasa B
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INTRODUCCION

Cancer

Generalidades

La transformacion maligna y la progresion tumoral son procesos de varias etapas
sucesivas que distan de estar completamente dilucidadas. La investigacion, en el
area de la biologia del cancer, esta demostrando que esta enfermedad es una
acumulacion 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 hipoétesis de las capacidades adquiridas (Hanahan y
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 progresiéon del cancer (Figura 1).

Sefiales de Proliferacién Evasién de los Supresores
Sostenidas en el Tiempo de Crecimiento

Reprogramacion

i Evasién del
del Metabolismo -
s Sistema Inmune
Energético
Resistenciaa la A
Inmortalizacién
Muerte Celular
Inestabilidad Inflamacién

Promotora del
Tumor

Gendmicay
Mutacién

Activacion de la
Invasién y
Metastasis

Induccién de la
Angiogénesis

Figura 1. Capacidades adquiridas y caracteristicas facilitadoras que llevan al

desarrollo completo del cancer. Tomado y adaptado de Hanahan y Weinberg, 2011.
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Las ocho capacidades incluyen: activacion anormal y sostenida de sefiales
proliferativas, evasion de sefiales supresoras del crecimiento y de la proliferacién
celular, evasion de la apoptosis, adquisicion de inmortalidad replicativa, induccién
de angiogénesis, reprogramacion del metabolismo energético, evasion de la
respuesta inmune y activacion de los mecanismos de invasién y metastasis. Las
dos caracteristicas facilitadoras son la inestabilidad genética, la cual provee la
diversidad genética que acelera la adquisicion de las ocho capacidades anteriores
y la inflamacién que actia como un importante promotor que facilita la adquisicion
de las mismas (Hanahan y Weinberg, 2000; 2011).

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. Durante la Ultima década, los tumores han sido
reconocidos como organos de gran complejidad cuya biologia puede entenderse
mediante el estudio de los distintos tipos de células individuales especializadas
dentro del tumor, asi como también mediante el estudio de un microambiente
tumoral que ellas construyen durante el transcurso de las distintas etapas de la
tumorigénesis a través de interacciones heterotipicas (Hanahan y Weinberg, 2011,
Figura 2). 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 sefializacidon y las vias implicadas, aun no han sido

identificadas.

Nancy Carolina Andrés Pégina 18




* Células madres tumorales

Fibroblastos A
Asociados al tumor —7 7@ 2% e Células tumorales

- Celulas Inmunes
nflamatorias

»1

Células tumorales
"~ Invasivas

Células endoteliales

Pericitos

£S5 = - J S J D v J
Microambiente del Microambiente del Microambiente del
tumor primario tumor invasivo tumor metastasico

Figura 2. Las células del microambiente tumoral. Tomado y adaptado de Hanahan y
Weinberg, 2011.

Historia del Cancer

La batalla contra el cancer, no es un tema moderno, esta lucha viene
sosteniéndose a lo largo de la existencia del ser humano. Se han encontrado
signos de cancer en huesos de momias egipcias y peruanas que datan de mas de
3000 afios a.C. En 1962, Edwin Smith encontré en Luxor, Egipto, el documento
mas antiguo del cual se tiene constancia, en el cual se describen ocho casos de
cancer de mama o Ulceras tratadas con cauterizacion. También hace referencia a
gue no hay tratamiento para el cancer (Morton et al, 1997).

Fue Hipocrates quien por primera vez utilizo la palabra karcinos y carcinoma para
describir a los tumores. El término cancer, deriva del griego karkinos (relativo al
cangrejo), esta asociado a los vasos sanguineos de los tumores o el crecimiento

de las células con la forma del cuerpo del cangrejo (The American Society Inc,




2002, 2005). Hipocrates (400 a.C.), conocido como el padre de la Medicina,
propuso la Teoria Humoral de la Medicina, en ella se describen los cuatro fluidos o
humores que componen el cuerpo: sangre, flema, bilis amarilla y bilis negra.
Cualquier cambio en el balance de estos humores, causaria cancer;
principalmente el exceso de bilis negra.

En 168 a.C., Galeno, médico romano, también apoyo la teoria de los humores. El
sostuvo que en etapas precoces, el cancer podia ser curado, y que los tumores
avanzados podrian ser curados operandolos cortando alrededor del area afectada
0 por cauterizacion. Galeno, ademas consideraba que la dieta poco saludable y el
estilo de vida, estaban relacionadas con el cancer (Gurunluoglu et al, 2003).

M. Maimonides (1190 d.C.), autor de diez tratados de Medicina, fue el primero que
sugirié que los tumores grandes, podrian ser curados por escisibn mas alla de su
raiz y del tejido sano de su alrededor (Rosner et al, 1998). En 1713 d.C.,,
Bernardino Ramazzini not6 entre las monjas, una ausencia de cancer de cuello
uterino y una elevada frecuencia de cancer de mama, concluyendo que el cancer
podria ser causado por el estilo de vida. Su aporte, también llevé a descubrir la
importancia de los factores hormonales en el cancer (The American Society Inc,
2002, 2005).

Giovani Morgagni (1761) ayud6 a fundar el estudio del cancer cuando relacion6
por primera vez la enfermedad con los hallazgos patoldgicos. Perciwal Pott
descubrié en 1775 que la acumulacion de hollin aumentaba el riesgo de padecer
cancer de escroto en los trabajadores de las chimeneas, lo que llevo al estudio de
la exposicion ocupacional a carcindbgenos (Morton et al, 1997; The American
Society Inc, 2002; 2005).

En 1779, se fundd el primer Hospital de Cancer en la ciudad de Reims, Francia, el
cual poco después fue removido del centro de la ciudad por la creencia de que el
cancer era contagioso (Morton et al, 1997).

A principios del siglo XIX Joseph Claude Recaimer (1829) reconoce por primera
vez las metdstasis cancerigenas y Johannes Miuller (1838) sienta las bases para
establecer la histologia patolégica como un brazo independiente de la ciencia,

demostrando que el cancer esta constituido por células (Morton et al, 1997). Entre
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1863 y 1867, Rudolph L.K. Virchow, escribio por primera vez siete articulos y un
trabajo de tres volumenes sobre tumores malignos (Britanic Online, 2005).
Posteriormente, Alexander Freund, llevo a cabo con éxito la primera histerectomia
abdominal en un cancer de atero (Morton et al, 1997); y Theodore Billroth en 1881,
realiz6 la primera reseccidon de cancer pilorico, y de esofago por cancer
(Castiglioni et al, 1941).

En la década del 90 del siglo XIX, Steven Paget, propuso su teoria del cancer
semilla y sélido; analiz6 varias autopsias de mujeres con cancer de mama y
descubrié que el patron de metastasis no era al azar. Asi propuso que la célula
tumoral (semilla) tendria una afinidad por ciertos érganos (solidos), por lo cual la
metastasis seria el resultado de la compatibilidad de esa semilla con su sélido
(Pantel et al, 1999; Fidler et al, 2002).

En 1890 William Steward Halsted, realizd la primera mastectomia radical en el
cancer de mama (Udwablia et al, 2000). Por su parte, en 1895, Wilhelm C. Rétgen
descubre los Rayos-X que permitieron la deteccion de tumores corporales en
etapas tempranas (Morton et al, 1997).

En 1914 Theodore Boveri propuso la Teoria de la Mutaciéon Somatica del Cancer
que postulaba que el cancer era causado por cromosomas animales (Udwabia et
al, 2000); mientras que Johannes Andreas Crib Fibiger, gan6 el Premio Nobel de
1926, por su trabajo Los nematodos causan cancer en ratones (Raju et al, 1998).
En 1946, Louis Goodman, estudié al agente quimico de la mostaza nitrogenada,
descubriendo su uso terapéutico en ciertos tipos de canceres como el linfoma de
Hodgkin, linfosarcomas y leucemias (Goodman et al, 1984). En 1976 Howard
Temin, propuso la hipétesis del DNA provirus en el cancer, refiriéndose a que
ciertos ARN virus podrian ser capaces de insertarse en el material genético de la
célula huésped, llevando asi al desarrollo de cancer. En 1976 Harold E. Vermus y
John M. Bishop descubrieron el primer oncogen celular, el src (Marx et al, 1989);
mientras que Friend y colaboradores (1986) aislaron el primer gen supresor de
tumores Rb (por retinoblastoma). Dicho gen también fue el primero en ser

asociado con una forma familiar de cancer.
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En 1995, se realiza la primera técnica de microarreglos de ADN para medir la
expresion genética en plantas. Esta tecnologia se usaria posteriormente para
detectar canceres humanos y caracterizar la sensibilidad de células tumorales a
los tratamientos oncologicos (Wulfkuhle et al, 2004).

Hahn y colaboradores logran en 1999 transformar por primera vez una célula

epitelial humana y un fibroblasto en una célula tumoral.

Epidemiologia

El cancer, a nivel mundial, es un serio problema de salud ya que, segun datos del
2012 de la IARC (International Agency for Research on Cancer), se produjeron
14,1 millones de nuevos casos de cancer, 8,2 millones de muertes por cancer y
32,6 millones de personas que viven con cancer (Ferlay et al, 2013).
Contrariamente a la creencia de que el cancer so6lo es un problema en los paises
desarrollados, el 57% de los nuevos casos y el 65% de las muertes se produjeron
en los paises en desarrollo (Jemal et al, 2011, Ferlay et al, 2013).

En el mundo, los canceres mas frecuentes y de mayor mortalidad en mujeres y
hombres son el de pulmén, en primer término, y luego mama y colorrectal (Figura
3).
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Figura 3. Tasas de incidencia y mortalidad en el mundo para ambos sexos. Numero

de casos 0 muertes estimadas por cada 100.000 personas por afio. Proyecto GLOBOCAN

2012. Tomado y adaptado de http://globocan.iarc.fr/.

Los datos de incidencia de cancer en la Argentina, estimados por la IARC,

muestran que durante el afilo 2012 se produjeron 115.200 nuevos casos de

tumores malignos (excluyendo aquellos localizados en piel y con histologia distinta

a la del melanoma), que corresponden a una incidencia de 216,68 casos nuevos
por afio cada 100.000 individuos (Ferlay et al, 2010; 2013; Figura 4).
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Figura 4. Tasas de incidencia y mortalidad de cancer en Argentina para ambos
sexos. Numero de casos o muertes estimadas por cada 100.000 personas por afio.

Tomado y adaptado de http://globocan.iarc.fr/.

Epidemiologia del cancer colorectal

El CCR es uno de los tumores con mayor incidencia y mortalidad a nivel mundial,
con una proyeccion y preocupacion crecientes para las proximas décadas.

En Argentina, en el aflo 2012 se detectaron 13.558 casos nuevos de CCR, de los
cuales 7.237 fueron hombres y 6.321 mujeres, lo que representa una tasa de
incidencia ajustada por edad de 23,77 cada 100.000 habitantes (Ferlay et al,
2013).

En el afio 2012, el CCR representa la segunda causa de muerte por cancer en el
pais, con 7.949 defunciones que constituyen el 12% del total de muertes por
tumores malignos (DEIS, Ministerio de Salud de la Nacion. Argentina, 2014) y una
tasa bruta de mortalidad de 13 por 100.000 habitantes, y varia significativamente
entre jurisdicciones.

Existen datos de incidencia suministrados por los Registros de Cancer de Base
Poblacional (RCBP) provinciales en algunas jurisdicciones que permiten una
aproximacion acerca de la distribucion geografica de la incidencia del CCR. Las

tasas mas elevadas se registran en La Pampa, Entre Rios y Bahia Blanca.
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Fisiologiay anatomia del intestino grueso

Para comprender mejor la salud del sistema digestivo y del colon, resulta util
conocer las distintas partes que conforman este oOrgano y sus funciones
especificas.

El intestino grueso continda al ileon, extendiéndose desde el orificio ileal (valvula
ileocecal) hasta el ano. El ciego es la porcién inicial del intestino, se encuentra
junto con el apéndice vermiforme. Se continda con el colon ascendente, que
abarca desde el ciego hasta la flexura colica derecha (o hepatica). Alli gira
alrededor de 90 grados hacia la parte media del cuerpo y continda a través del
abdomen como colon transverso hasta la flexura colica izquierda (o esplénica)
donde vuelve a girar 90 grados y toma el nombre de colon descendente;
manteniendo un trayecto paralelo al colon ascendente hasta la cresta iliaca.
Progresivamente se inclina hacia la linea media para continuarse con el colon
sigmoideo, antes de comunicarse con el recto. El canal anal es la porcion terminal
del intestino grueso (Moore et al, 2010; Figura 5).

La fraccién colonica derecha (ciego, colon ascendente, flexura célica hepatica y
mitad derecha de colon transverso) estd irrigada por la arteria mesentérica
superior y recibe fibras simpéticas y parasimpaticas del plexo que rodean a la
arteria, mientras que la izquierda (mitad izquierda de colon transverso, flexura
célica esplénica, colon descendente y sigmoideo) es irrigada por la arteria
mesentérica inferior y recibe fibras simpaticas y parasimpaticas del plexo que
rodea a dicha arteria (Moore et al, 2010).

Las venas llevan un curso analogo al de las arterias y van a confluir en la vena
mesentérica inferior, que se une a la esplénica y mesentérica superior para formar
la vena porta hepatica.

En la morfologia externa se distinguen tenias célicas, que consisten en fibras
musculares longitudinales. Se originan en el apéndice vermiforme y desaparecen
a nivel rectal. Tiene un aspecto abollado o lobulado debido a la presencia de

haustras cdlicas, que son dilataciones en forma de sacos. En la superficie del




colon fijado a las tenias, se encuentran masas adiposas cubiertas por peritoneo,

denominadas apéndices omentales o epiploicos (Moore et al, 2010).

COLON TRANSVERSO
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Figura 5. Vista del intestino grueso que muestras las estructuras principales.
Tomado de http://www.anatolandia.com/2014/01/intestino-craso-o-grueso-sistema-

digestivo.html

Histologicamente, se diferencian cuatro capas. La mas interna es la mucosa, suele
ser gruesa, con células regenerativas, enteroenddécrinas, caliciformes y absortivas.
Alrededor de la mucosa se dispone una capa de vasos sanguineos, nervios y
tejido conectivo conocida como submucosa. Alrededor de la submucosa se
encuentra la muscular con una capa circular interna y otra longitudinal externa.
Finalmente, la serosa forma la capa mas externa; es una capa delgada de tejido
epitelial escamoso simple que segrega liquido seroso acuosa para lubricar la

superficie del intestino grueso (Moore et al, 2010; Figura 6).
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Figura 6. Capas del Intestino grueso. Secciones de parafina de intestino grueso de rata

(Rattus norvegicus) tefiidas con hematoxilina-eosina. Tomado de Atlas de Histologia

Vegetal y Animal.

Universidad de Vigo:

http://mmegias.webs.uvigo.es/2-organos-

a/imagenes-grandes/digestivo-grueso.php?pagina=20.

Las funciones bésicas del intestino grueso se resumen en la Tabla 1.

Estructura Actividad Funciones
Luz Actividad bacteriana  Degradan los hidratos de carbono, proteinas y pigmentos no
digeridos en productos més simples.
Mucosa Secreta moco Lubrica el colon y protege la mucosa.
Absorcion Absorcion del agua que solidifica a las heces y contribuye al
equilibrio de agua corporal.
Muscular Propulsion haustral Mueve el contenido de un haustra a otra mediante

Peristalsis
Peristalsis en masa
Reflejo de

defecacion

contracciones musculares.

Mueve el contenido alo largo de todo el colon.

Fuerza el contenido hacia el colon sigmoides y recto.

Elimina las heces por contracciones del colon sigmoides y el

recto.

Tabla 1. Resumen de las funciones basicas del intestino grueso.
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Patogénesis

Historia natural del CCR

Aunque se suele hablar de cancer colorrectal, el término engloba a dos tumores
de comportamiento muy diferente: cancer de colon y cancer de recto. La mayoria
de los canceres colorrectales aparecen sobre un polipo pre-existente en la mucosa
del colon o del recto, que con el paso del tiempo y debido a la accion de distintos
agentes sobre él, evoluciona a un tumor maligno.

Los polipos son pequefios tumores benignos que aparecen en la mucosa del colon
y del recto. Suelen ser bastante frecuentes en la poblacion de mas de 50 afios.
Existen dos modelos de carcinogénesis en el CCR: la via supresora o de la
inestabilidad cromosémica (clasica) y la via mutadora o de inestabilidad
microsatelital (alternativa). La via clasica es el modelo de progresion Adenoma —
Carcinoma descripto por Fearon y Volgestein en 1990 (Figura 7). La via mutadora
se caracteriza por mutaciones en los genes que habitualmente se encargan de la
reparacion de errores en el ADN, se inactivan y en el material genético aparecen
multitud de errores que conducen a la formacion de una gran cantidad de
mutaciones. Las mutaciones mas frecuentes son: APC 60%, p53 70%, DCC 70%,
KRAS 40% y BAX 50%. (Kelsen et al, 2008).
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Adenoma
Intermedio

Figura 7. Secuencia de las alteraciones genéticas en el cancer colorrectal. La
secuencia adenoma-carcinoma. El paso inicial en la carcinogénesis colorrectal se cree
gue es la formacién de focos de criptas aberrantes (ACF). La activacion de la via Wnt se
produce durante este paso, como resultado de la inactivacién de mutaciones en el gen
APC. La progresion de adenoma y carcinoma es generalmente mediada por la activacion
de mutaciones en K-RAS y la pérdida de expresién P53, respectivamente. Un subconjunto
de adenomas avanzados puede progresar debido a mutaciones en PIK3CA y pérdida de
18g. Tomado y adaptado de Fearon y Vogelstein, 1990.

Estadificacion del CCR

La etapa (estadio) describe la extensién del cancer en el cuerpo. Para el cancer
colorrectal, la etapa se basa en cuan lejos el cancer ha crecido hacia la pared del
intestino, si ha alcanzado o no las estructuras cercanas, o si se ha propagado o no
a los ganglios linfaticos o hacia 6rganos distantes. El estadio tumoral es uno de los
factores mas importantes para determinar el prondstico y las opciones de
tratamiento. La clasificacion por etapas (estadificacién) es el proceso de

determinar hasta dénde se ha propagado el cancer.




Existen dos sistemas de clasificacion que se utilizan con igual frecuencia en el
cancer de colon y recto:
1. Clasificacion TNM o AJCC (American Joint Committee on Cancer)

2.  Clasificacion de Astler y Coller

Sistema de clasificacién por etapas del AJCC

El sistema de clasificacién por etapas del cancer colorrectal es el que establece el
American Joint Committee on Cancer (AJCC). También se conoce como el

sistema TNM. El sistema TNM describe tres piezas clave de informacion:

* La letra T describe cuan lejos el tumor primario ha crecido hacia la pared del

intestino y si ha crecido hacia las areas adyacentes.

* La letra N describe la extension de la propagacion a los ganglios (nédulos)

linfaticos regionales.

* La letra M indica si el cancer se ha propagado (ha producido metastasis) a otros
organos del cuerpo. El cancer colorrectal se puede propagar a casi cualquier parte
del cuerpo, pero los lugares mas comunes de propagacion son el higado y los

pulmones.

El estadio tumoral es uno de los factores mas importantes para determinar el
pronéstico y las opciones de tratamiento. Para ello, asociada a las letras
mencionadas, se utiliza una escala numérica de cinco estadios (0 a IV) que indica

la gravedad del tumor en orden ascendente (Figura 8).
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Fases del cancer colorrectal
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Figura 8. Esquema de los estadios segun la clasificacion TNM. Tomado y adaptado

de la Asociacion Espafiola Contra el Cancer (AECC) https://www.aecc.es.

Clasificacién de Dukes o Astler y Coller

En esta clasificacion se utilizan las letras que van desde la A hasta la D (Tabla 2).

Estadio A: lesién limitada a la mucosa, sin afectacion ganglionar.

Estadio B1: el tumor afecta a parte de la pared del colon o recto, sin atravesarla ni
afectar ganglios.

Estadio B2: afecta a toda la pared sin invasién ganglionar.

Estadio C: la enfermedad puede afectar a parte o a toda la pared, con afectacion
ganglionar.

Estadio D: existe afectacion de otros 6érganos alejados.



https://www.aecc.es/

Estadio |

DUKES Dukes A Dukes B Dukes C Dukes D

Desarrollo de
la enfermedad

Tabla 2. Estadificacion del cancer colorrectal con la clasificaciéon basada en los
sistemas TNM y de Dukes y sobrevida a 5 afios. Tomado y adaptado de las XVI
Jornadas de Actualizacién Oncoldgicas, Dr. Claudio Gabriel Fermani (MAAC) Seccion de

Coloproctologia Servicio de Cirugia General, Hospital Luis C. Lagomaggiore.

Cancer, inductor de estrés oxidativo

El estrés oxidativo es una situacion bioquimica que se caracteriza por el
desequilibrio entre los radicales libres, principalmente las especies reactivas del
oxigeno (ROS) y nitr6geno, y los mecanismos de defensa antioxidantes. El
entorno normal reductor de la célula se preserva por la accion de las enzimas
mitocondriales que mantienen el estado reducido. Las ROS son altamente
reactivas debido a que presentan un numero desigual de electrones de valencia.
El primer radical libre que se forma por reduccién del oxigeno molecular, es el
anion superoxido (0,™), cuya toxicidad es moderada. Este, de forma espontanea o
a través de la superéxido dismutasa mitocondrial (SOD), se convierte en peréxido
de hidrégeno (H20,), el cual se transforma en el radical hidroxilo (OH"), altamente
toxico. La principal fuente de ROS se encuentra en los componentes de la cadena
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de transporte electronico: NADPH oxidasa, xantina oxidasa, lipooxigenasa,
citocromo P-450 y prostaglandina endoperéxido sintasa (Vifias et al, 2012).

Las ROS tienen un papel dual en los sistemas bioldgicos y en el desarrollo de
enfermedades. Por un lado, a concentraciones bajas, las ROS tienen una funcién
fisiolégica participando en la respuesta a agresiones externas, como por ejemplo
las infecciones, e interviniendo en algunas vias de sefalizacién celular. Por otro
lado, a concentraciones elevadas, pueden interaccionar con macromoléculas
celulares como los lipidos de membrana, las proteinas y el ADN, ocasionando un
dafio oxidativo irreversible y alterando las funciones vitales de la célula (Vifias et
al, 2012, Figura 9).

Exogenous sources
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Figura 9. Fuentes exdgenas de estrés y generacion de especies reactivas del
oxigeno (ROS) durante el metabolismo celular. Efecto dual a nivel celular: a
concentraciones elevadas produce oxidacion irreversible de macromoléculas; a dosis
bajas induce la activacion de sistemas antioxidantes y de adaptacion (H, hormesis).
Tomado de  http://www.sebbm.es/web/images/archivos/archivos_tinymce/junio2014

elisacabiscol.pdf.
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Los efectos nocivos de las ROS son contrarrestados por los sistemas de defensa
antioxidante.

El cancer es per se una enfermedad inductora de estrés oxidativo. Las células
tumorales producen mayor cantidad de ROS que las células normales (Hileman et
al, 2004). Algunos estudios han observado que pacientes con cancer avanzado
presentan concentraciones plasmaticas de ROS mas elevadas que los individuos
sanos, mientras que los niveles de actividad enzimatica de algunos sistemas
antioxidantes como glutatiéon peroxidasa y SOD se hallan disminuidos (Sharma et
al, 2009; Stachowicz-Stencel et al, 2011) y otros aumentados, como HO-1
(Sanchez et al, 2005; Otero Regino et al, 2009; Miyata et al, 2014; Lee-Young,
2015).

Los mecanismos por los cuales las células neoplasicas presentan niveles de ROS
mas elevados que las células normales pueden ser multiples. Las necesidades
metabdlicas de las células neoplasicas son mayores, por lo que requieren
mayores cantidades de ATP producido por las mitocondrias, para mantener su
elevado ritmo de crecimiento y proliferacion. La sintesis desmedida de ATP
mitocondrial contribuye a la produccion de ROS. A esto se le afiade que las
células tumorales utilizan en mayor grado la via de la glucdlisis para la sintesis de
ATP (efecto Warburg) (Warburg, 1956). Esta alteracion en el funcionamiento
mitocondrial, favorece el escape de electrones desde el complejo respiratorio
hacia el citoplasma, originAndose una mayor cantidad de radicales libres
intracelulares (Pelicano et al, 2006). Al estrés oxidativo generado por las
alteraciones metabolicas de las células neoplasicas se le afiade la produccion de
grandes cantidades de ROS por parte de las células inflamatorias que infiltran el
tejido tumoral y que incrementan el estrés oxidativo en el microambiente tumoral
(Essick y Sam, 2010). A todos estos factores, hay que afiadirles los radicales
libres generados por los tratamientos oncoldgicos especificos como la
guimioterapia y/o la radioterapia (Kikawa et al, 2010).

En relacién con las mutaciones, estas pueden producirse en el proximo ciclo de

replicacion del ADN por fallos en los mecanismos de reparacion del dafio
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oxidativo, encargados del mantenimiento de la integridad de esta molécula. Si las
mutaciones ocurren en genes criticos en el desarrollo del cancer, en células
germinales pueden dar lugar a un incremento del riesgo de cancer en la
descendencia. Por otra parte, si las mutaciones afectan estos genes criticos en
células somaticas, pueden originar el cancer. Los genes criticos para el cancer
son fundamentalmente aquellos que regulan la expresion o codifican a proto-
oncogenes y genes supresores del tumor. Los proto-oncogenes estan presentes
en el ADN de las células normales, pero las mutaciones pueden originar su
activacion y conversion en oncogenes, los cuales estimulan la proliferacion celular.
El caracter dominante de estos genes provoca que la mutacion en solo uno de los
alelos pueda conducir al cancer. Por otra parte, las mutaciones que inhiben la
expresion o afectan la estructura y funcidbn de genes supresores del tumor,
también pueden conducir a la proliferacion celular incontrolada (Garcia Triana et
al, 2013).

CCRy estrés oxidativo

El estrés oxidativo constituye un mecanismo fundamental en la génesis de cancer
colorrectal, dando lugar a las mutaciones que convierten las células en
cancerosas.

Un estudio publicado por Crespo Sanjuan (2012) revel6 que los niveles de
oxidacion, aumentan de forma global en cada estadio de la fase tumoral, desde la
aparicion de un polipo hasta el estadio 1V, en relacién con la poblacién control. En
este estudio, todos los individuos afectados por la enfermedad, presentaron
niveles elevados de oxidacion. Estos niveles elevados pueden ser identificados
por los altos niveles de LDL oxidada en suero y de mieloperoxidasa, y bajos
niveles del antioxidante B-caroteno, que se encuentran marcadamente disminuidos
en los enfermos con polipos displasicos y siguientes estadios. El proceso de
oxidacion comienza en la fase de podlipo y los individuos con pdlipo displasicos
tienen menores niveles en sangre de antioxidantes lo que podria predisponer a un

mayor estrés oxidativo y por tanto a mayores mutaciones que pueden degenerar
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en cancer. Aquellos sujetos con estados oxidativos mas elevados tienen una

menor supervivencia.
Marcadores moleculares

Los marcadores tumorales son indicadores bioquimicos de la presencia de un
tumor. Incluyen antigenos de superficie celular, proteinas citoplasmaticas, enzimas
y hormonas. Su principal utilidad en la medicina clinica ha sido como prueba de
laboratorio que apoya al diagndéstico, y tienen valor para determinar la respuesta a
la terapia y para indicar la recidiva durante el periodo de seguimiento. La
identificacion de marcadores moleculares, permitiria identificar a pacientes con
buen prondstico respecto a los de peor prondstico, reduciendo el nimero de
intervenciones quirdrgicas; también permitiria seleccionar farmacos y disefar
tratamientos con el objetivo de mejorar las respuestas y con ello poder impactar en
su supervivencia (Gascoén, 2009).

La mayoria de los marcadores tumorales pueden ser producidos tanto por células
normales, como por células cancerosas, incluso en pequefias cantidades. Su
sensibilidad esta relacionada con el numero de células y su acceso a la
circulacién; de ahi que esté intimamente ligada al estadio tumoral. En general, la
mayoria de los marcadores son poco sensibles en estadios iniciales. Por el
contrario, su sensibilidad y especificidad se incrementa notablemente en estadios
avanzados.

El pronostico de los pacientes con diagnéstico de céancer colorrectal esta
claramente relacionado con la penetracion tumoral en la pared intestinal, el
compromiso ganglionar y la presencia o ausencia de metastasis. Ademas, también
se consideran como indicadores de mal prondstico la presencia al diagnostico de
obstruccion y/o de perforacion intestinal, un valor elevado del antigeno carcino-
embrionario (CEA) prequirdrgico y la presencia de invasién vascular venosa,
linfatica o perineural (Compton et al, 2004). Las mutaciones en el gen K-ras y en el
p53 se correlacionan con una mayor agresividad tumoral. La estadificacion

histopatolégica a partir de la observacion microscopica del tejido tumoral
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representa el estandar diagnostico y prondstico aceptado, ademas de ser la
principal guia para la eleccion del tratamiento (Liefers et al, 2002). Sin embargo,
tumores con igual clasificacion histopatologica pueden presentar importantes
diferencias en la progresion y respuesta al tratamiento (Van de Vijver et al, 2002;
Lam et al, 2005). Esto refleja la necesidad de hallar nuevos marcadores
moleculares que ayuden al diagndstico, prondstico y tratamiento de este tipo de

cancer.

Hemoxigenasa (HO)

La HO fue descubierta en 1968 cuando Tenhunen y colaboradores (1968)
describieron el mecanismo de la reaccion para el catabolismo del hemo. La HO es
la enzima que cataliza el paso limitante en la degradacion oxidativa del hemo
(Tenhunen et al, 1969), generando cantidades equimolares de monoxido de
carbono (CO), biliverdina e iones Fe?" (Tenhunen et al, 1968) (Figura 11). EL CO
se libera en la respiracion, la biliverdina es convertida por la biliverdina reductasa
en bilirrubina, la cual puede ser oxidada por las enzimas del citocromo P450, la
bilirrubina entra en reaccién enzimética con un derivado de la glucosa para luego
ser eliminado en la orina y el hierro libre induce la expresion de la ferritina que lo
secuestra y activa a la Fe-ATPasa, disminuyendo de esta manera su contenido
intracelular.

La enzima mantiene la homeostasis celular, disminuye el estrés oxidativo y la
respuesta inflamatoria, mediante la descomposicion de grupo hemo que es un
importante pro-oxidante y pro-inflamatorio y por la actividad de los productos que
libera. Todos los productos de la reaccién enziméatica de HO ejercen efectos
pleiotrépicos, incluyendo numerosas respuestas citoprotectoras (Takahashi et al,
2009). El CO es un importante mensajero celular, y ejerce efectos anti-apoptoéticos
y anti-inflamatorios a través de la guanilato ciclasa que evita la agregacion
plaguetaria, disminuye la adhesién entre leucocitos, también suprime la

produccion de TNFa, de IL-18 y de la quimioquina CCL4 (proteina 1f inflamatoria
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de macréfago) y a su vez activa la sintesis de la interleuquina antiinflamatoria IL-
10 (Otterbein et al, 2000).

El segundo producto, el hierro ferroso puede producir la liberacién de radicales de
O pero actia la ferritina y la Hierro ATPasa.

La biliverdina y bilirrubina a pesar que su acumulacién se considera toxica, son
inhibidores de la cascada del complemento y disminuyen la respuesta inflamatoria
y el estrés oxidativo, son los scavenger endégenos mas potentes de las especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Stocker et al, 1987) y de radicales peroxidos evitando

asi, la peroxidacion los lipidos y proteinas de la membrana (Jozkowicz et al, 2007).

Catabolismo del grupo hemo

El sistema HO se une a su sustrato en una posicion especifica del bolsillo proteico
para formar el complejo hemo-enzima (Figura 10). En presencia de O, la enzima
NADPH-citocromo P450 reductasa transporta electrones desde el NADPH al
complejo hemo-enzima. HO y NADPH-citocromo P450 reductasa necesitan estar
asociadas para transferir dichos electrones (Figura 11A). La activacion del O, es
llevada a cabo por el sustrato hemo y sus dos intermediarios, a-meso-hidroxihemo
y verdohemo (Kikuchi et al, 2005b; Figura 11B). Luego se produce la apertura del
anillo tetrapirrélico de hemo por clivaje del puente a-meso-carbono, y se liberan
tres productos bioldgicamente activos para la célula: biliverdina, CO y Fe?
Posteriormente la biliverdina es rapidamente convertida a bilirrubina por medio de
la biliverdina reductasa (BVR) (Tenhunen et al, 1970). Los iones Fe®' y la
bilirrubina estan relacionados con el balance redox celular (Galbraith, 1999).
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Figura 10. Estructura tridimensional de HO-1 humana. A. Estructura cristalina de la

apo HO-1. B. Bolsillo proteico que se forma en el complejo hemo-enzima. C-F. HO-1 en el
complejo con su sustrato, el grupo hemo. Tomado y adaptado de Protein Data Bank,

http://www.rcsb.org/pdb/explore/jmol.do?structureld=1N45&opt=3&bionumber=1.
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2005.




Isoformas

Se han identificado tres isoformas de HO hasta la fecha: HO-1, HO-2, y HO-3
(Tabla 3); tienen distintos patrones de expresion génica especifica de cada tejido
(Prawan et al, 2005).

Se conoce poco sobre HO-3. Comparte un 90% de homologia con HO-2 y fue
detectada Unicamente en cerebro de rata. No es cataliticamente activa y no se
expresa en seres humanos. Se ha sugerido que podria tener un rol regulatorio en
procesos que son dependientes de hemo (McCoubrey et al, 1997; Hayashi et al,
2004).

HO-2 se encuentra expresada en forma constitutiva en la mayoria de los tejidos:
cerebro, higado, bazo y testiculos (Maines et al, 1986; Trakshel et al, 1986;
Maines, 1997; Maines, 2005b) y es altamente expresada en tejidos neuronales
gue contribuyen a la homeostasis celular.

La HO-1, también conocida como una proteina de choque térmico-32 (HSP32), es
una enzima inducible y se expresa en niveles bajos en la mayoria de los tejidos.
HO-1 es extremadamente sensible, no sélo a metales pesados sino a todo tipo de
estimulos y agentes que causan estrés oxidativo y condiciones patolégicas,
incluyendo isquemia, hemorragias, shock térmicos, hipoxia, radiacion UV,
especies reactivas de oxigeno (ROS)(Zhu et al, 2010).
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Caracteristica HO-1 HO-2

Tipo de expresion Inducible Constitutiva

PM (KD) 32 36

Km* 0.24 pM 0.40 pM

Vmax* 3.4 umol/mg/h 0.24 pmol/mg/h
Sitios regulatorios NFkB, Nrf2, AP-1, AP-2, Glucocorticoides

C/EBP, USF, MRE, HSE

Sensibilidad al calor

(pérdida de actividad a 30% 80%

60°C, 10 min)

Substratos Hematina, Fe- Hematina, Fe-hematoporfirina,
hematoporfirina, Acetato de Fe-
Acetato de Fe- hematoporfirina,
hematoporfirina, hemoglobina, cyt P-450b,
hemoglobina, cyt P-450b, cyt P-420b, cyt P-420c

cyt P-420b, cyt P-420c

Tabla 3. Caracteristicas de las isoformas de la HO. *Datos obtenidos usando como
sustrato el grupo hemo. ** C/EBP: proteinas de union al intensificador CCAAT, USF:
factor de estimulacion en el extremo, MRE: elemento de respuesta a metales, HSE:
elemento de respuesta a choque térmico. Tomado y adaptado de Orozco-lbarra y
Pedraza-Chaverri, 2010; Maines, 1988.

Localizacion

La HO-1, se ha descripto como una proteina integral de membrana (Tenhunen et
al, 1968; Tenhunen et al, 1969), localizada en el reticulo endoplasmatico liso
(REL). Esta localizacién se derivo por la expresion constitutiva del cADN de HO-1
de rata en células de rifién de mono (COS-7) (Shibahara et al, 1985). Se detectd,
en fracciones microsomales con membranas celulares, una alta actividad de HO-1

(Yoshinaga et al, 1982). Se revel6 que su anclaje a las membranas celulares, se
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debia a la presencia de un dominio carboxilo terminal hidrofébico (Shibahara et al,
1985; Keyse y Tyrrell, 1989).

Sin embargo, trabajos de los Ultimos afios, han detectado su redistribucion en
varias fracciones celulares, luego de la induccién por estrés (Kim et al, 2004; Lin et
al, 2007; Sacca et al, 2007). En células endoteliales quiescentes de la
microvasculatura cerebral de cerdos recién nacidos se observd, mediante
inmunofluorescencia, que HO-1 se distribuia en la envoltura nuclear y en la zona
perinuclear del citoplasma, pero no se observo tincion en el nacleo (Parfenova et
al, 2001). Se reportd la localizaciéon nuclear de HO-1, en cultivos primarios de
células astrogliales de rata, y se asocid su translocacion con mecanismos
involucrados en el desarrollo del cerebro y enfermedades neurodegenerativas,
indicando que esta proteina podria modular los caminos de transduccién de
sefales, y funcionar como un mecanismo importante para la regulaciéon de
factores de transcripcién nucleares (Li Volti et al, 2004). Se detect6 tincion nuclear
positiva en carcinomas de préstata humanos, células de CaP tratados con hemina
y tumores PC3HO-1 y se relaciond dicha localizacion con una progresion de la
enfermedad (Sacca et al, 2006; Gueron et al, 2007). Estudios acerca de la
localizacion subcelular de la ezima realizados en carcinoma celular escamoso de
cabeza y cuello y gliomas, detectaron una fuerte tincidon nuclear y su incremento
también se asoci6 con la progresion tumoral (Gandini et al, 2012; 2014)

En células endoteliales arteriales de pulmén de rata (PAEC), la sobre-expresion de
HO-1 por ciertos inductores como la hemina o hipoxia, resulté en una alteracion

en su patron de distribucion celular. Se aisl6 membrana plasmatica, citosol y
caveolas y se observd que la expresion de HO-1 aument6é en la fraccién de
membrana plasmatica resistente a detergentes que contenia caveolina-1. Ademas,
se detecto actividad de BVR enddgena en las caveolas, apoyando las evidencias
gue demuestran que ambas enzimas se encuentran en el mismo compartimiento
celular (Kim et al, 2004).

Un trabajo publicado por Slebos y colaboradores (2006), destacan la acumulacién
de la proteina activa en la mitocondria de células epiteliales de pulmén,

preservando la produccion de ATP mitocondrial y previniendo la muerte celular en
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respuesta a bajos niveles de estrés. Al mismo tiempo, Converso y colaboradores
(2006), también observron una localizacién mitocondrial de HO-1 en higado de
rata, proponiendo que HO-1, tendria un rol biolégico importante en regular la tasa
de proteinas hémicas mitocondriales y en la proteccion contra condiciones en las
cuales esta implicada la produccion de oxidantes. En células de pulmén de fetos
de rata (RFL-6), transfectadas con la secuencia completa del ADN de HO-1y
expuestas a hiperoxia se observo localizacién perinuclear seguida por migracion
hacia el nucleo. Este fendmeno no se habia reportado previamente y se propuso
que HO-1 podria servir como una chaperona o un mensajero nuclear. Sin
embargo, no es claro si la proteina HO-1 per se, puede tener un rol protector en el
ndcleo (Suttner y Dennery, 1999). Hay quienes infieren que la localizacion nuclear
de HO-1 se debe a una retro-alimentacion negativa, inhibiendo la sobre-expresion
de HO-1 (Noel y Tyrrell, 1997). Sin embargo, hasta la fecha, el conocimiento de la
compartamentalizacion intracelular de HO es limitado y su funciébn en dicho

compartimento debe ser dilucidada ya que parece ser tejido dependiente.

Mecanismos de Inducciéon de HO-1

El andlisis del promotor del gen hmox-1 de ratén, permitio identificar un fragmento
de 10 pb (T/CGCTGAGTCA), denominado elemento de respuesta al estrés
(StRE). Este fragmento, esta presente en mdltiples copias, en dos regiones
amplificadoras (E1 y E2, localizadas a -4 y -10 kb del sitio de iniciacion de la
transcripcion) y se sugirid, que media la activacion del promotor en respuesta a
muchos de los inductores de HO-1. Otras secuencias consenso para la union de
factores de transcripcion que se solapan con los StRE son, los sitios de unién de
factores de transcripcion diméricos AP-1, constituidos por miembros de la familia
de Jun, Fos, ATF, CREB, Maf, que pertenecen a la superfamilia de factores de
transcripcion con dominios de cierre de leucina. Un rol a destacar en la regulacion
del gen hmox-1, es el de los CNC-bZip. Estos factores incluyen a p45, a los
factores eritroides nucleares Nrfl, Nrf2, Nrf3 y a Bachl/2 que se heterodimeriza




principalmente con las pequefias proteinas Maf (MafF, MafG y MafK) (Astort,
2012).

El factor Nrf2, que contiene un dominio de activacion transcripcional muy
importante, participa en la induccién de genes antioxidantes y detoxificantes de
fase Il, como hmox-1, en respuesta a multiples agentes, incluyendo hemo, metales
pesados, arsenito, curcumina, 15-deoxi-A12,14-prostaglandina J2 y varios
reactivos electrofilicos (Uruno y Motohashi, 2011). En estado basal, Nrf2 esta
anclado al citoplasma por su interaccién con la proteina Keapl, y es degradado
por el proteosoma por un mecanismo que involucra su ubiquitinacion mediada por
Cul3. Keapl posee dominios sensibles a agentes electrofilicos que provocan la
liberacibn de Nrf2, su acumulacién y desplazamiento al nucleo. Ademas, la
fosforilacién de Nrf2 produce su activacion (Uruno y Motohashi, 2011).

Las proteinas Bach no poseen dominios de activacién transcripcional, y por lo
tanto, se postula que los heterodimeros Bach/Maf funcionarian como represores,
bloqueando la union de factores activadores como Nrf2 a sus sitios en los
promotores. Se ha demostrado que el factor Bachl reprime la induccion del gen
de HO-1 mediante su union a los sitios potenciadores. La union de hemo a Bachl,
provoca su exportacion del nucleo dejando los sitios amplificadores libres para su
ocupacion por factores activadores, por ejemplo, Nrf2 (Sun et al, 2002).

Si bien el hemo puede funcionar como ligando e interactuar directamente con el
ADN para activar al gen de HO-1, éste no es el mecanismo utilizado por la
mayoria de los inductores. Las evidencias indican que, los inductores incrementan
la expresion de HO-1 activando una o0 mas cascadas de sefalizacion que
eventualmente convergen en activadores de la transcripcién. Los segundos
mensajeros AMPc y GMPc, que activan a la PKA y a la PKG respectivamente,
participan en algunas de esas cascadas de sefalizacion interviniendo en la
transduccion de las sefales de diversas hormonas y estimulos extracelulares.
Dado que el NO activa la produccion de GMPc, se sugirié6 que éste podria ser un
activador del gen hmox-1, lo que fue demostrado en hepatocitos y en células
endoteliales (Astort, 2012).




Las vias de las MAPKSs participan de las respuestas celulares al estrés regulando
la expresion geénica, la proliferacion celular y la apoptosis. Con relacion a la
induccién de HO-1, la utilizacion de las diferentes cascadas de sefalizacion de
MAPKs y sus factores de transcripcion blanco depende del inductor, del tipo
celular y de la especie. También se ha demostrado la participacion de la via de
NFkB, un factor proinflamatorio y sensible al estado redox, en la induccién de HO-
1 por compuestos polifendlicos como el resveratrol (Astort, 2012).

Un estimulo puede provocar la activacion de mas de una via de induccion de HO-
1. En este sentido, Chen y colaboradores (2005) demostraron que la induccion de
HO-1 por estatinas depende de la accion conjunta de las vias GMPc/PKG y
MAPKs ERK y p38 en macré6fagos murinos.

El estrés oxidativo es considerado uno de los principales inductores de HO-1 y
entre los mecanismos de transduccion de sefiales, demostrados en diversos
sistemas celulares, pueden mencionarse los que involucran la activacion de las
vias de MAPKs, PI3K/Akt, PKC y los factores de transcripcion NFkB, AP-1, Nrf2,
p53, HIFF, entre otros (Valko et al, 2002; Gloire et al, 2006; Astort, 2012).

HO-1y Céancer

Ademas de su rol citoprotector clasico en los ultimos afios se ha comenzado a
obtener evidencia de la participacion de la HO-1 en los procesos neoplasicos
(Jozkowicz et al, 2007; Was et al, 2010). Ha sido estudiada en algunos tipos de
cancer que se mencionan a continuacion aunque en casi todos los estudios se
trabajo con un nimero bajo de muestras. Se ha reportado la expresion de HO-1 en
gliomas (Hara et al, 1996; Deininger et al, 2000), en cancer de prostata (Maines y
Abrahamsson, 1996; Sacca et al, 2007), en carcinoma oral (Tsuji et al, 1999;
Yanagawa et al, 2004), carcinoma colorrectal (Becker et al, 2007), en cancer
pancreatico (Berberat et al, 2005), en carcinoma renal (Goodman et al, 1997),
cancer de pulmén (Boschetto et al, 2008), de vesicula biliar (Wang et al, 2010),
melanoma (Torisu-ltakura et al, 2000) y en mielomas (Mayerhofer et al, 2004). En

la mayoria de estos estudios se ha observado un incremento de HO-1 en los
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tumores en relacidén a los tejidos no malignos. Los mecanismos a través de los
cuales HO-1 estaria relacionada con el cancer estan lejos de ser totalmente
dilucidados y distintos reportes muestran a la enzima tanto favoreciendo como
inhibiendo la progresion tumoral, a veces en forma especifica para cada clase de
tumor (Jozkowicz et al, 2007; Was et al, 2010). Algunos de los trabajos
mencionados demuestran una correlacion de HO-1 con una disminucién del riesgo
de metastasis ganglionar (Yanagawa et al, 2004) y su asociaciéon con un aumento
de la sobrevida de los pacientes (Becker et al, 2007) mientras que otros describen
una relacion con la progresion tumoral (Deininger et al, 2000).

El tipo celular que expresa la enzima parece ser especifico de cada cancer. Por
ejemplo, en algunas muestras de melanomas, de gliomas y en cancer pulmonar se
encuentra expresada en macrofagos y poco en células tumorales, en cambio en
tumores de prostata se detecta en las propias células neoplasicas. Mas importante
aun, recientemente se ha reportado una inusual localizaciéon nuclear de HO-1 en
células NIH3T3 acompafiada de una activacion de factores de transcripcion de
respuesta al stress oxidativo (Lin et al, 2007). Poco después se detectd expresion
nuclear en cancer de préstata y se observé que dicha localizacion se asocia con la
progresion tumoral (Sacca et al, 2007). También se ha detectado una fuerte
expresion nuclear de la enzima en carcinomas celulares escamosos de cabeza y
cuello (Gandini et al, 2012) y en células malignas de carcinomas mamarios
(resultados aun no publicados por nuestro laboratorio). La HO-1 se encuentra muy
a menudo sobre-expresada en células que proliferan rapidamente tales como las
epiteliales de una lesion de piel (Hanselmann et al, 2001). Sin embargo, la
influencia que posee la enzima sobre la proliferacién parece diferir de acuerdo al
tipo celular. Por ejemplo, en cultivos de queratinocitos (Clark et al, 1997), de
células endoteliales (Jozkowicz et al, 2003) y en lineas celulares de cancer de
pancreas (Berberat et al, 2005) la HO-1 promueve la proliferacion. En tanto que en
lineas celulares de carcinoma mamario (Hill et al, 2005 y observaciones no
publicadas de nuestro laboratorio), de carcinoma prostéatico (Gueron et al, 2009) y
en células de musculo liso vascular (Jeon et al, 2009) la enzima presenta

propiedades antiproliferativas. Ademas de estar involucrada en los procesos de
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proliferacion celular, se ha descripto, generalmente en cultivos celulares, que
modula la apoptosis, la angiogénesis, la diferenciacion y la migracion celular
(Jozkowicz et al, 2007; Gueron et al, 2009).

HO-1y CCR

Particularmente en la fisiologia intestinal normal y en el cancer de colon, se ha
demostrado que la HO-1 se incrementa en respuesta a stress oxidativo (Takagi et
al, 2008). Sin embargo, poco ha sido estudiado sobre las caracteristicas de
expresion de esta enzima en muestras de carcinomas colorrectales humanos y
hay muy escasa informacion acerca de los mecanismos a través de los cuales
influencia el desarrollo de esta clase de tumores. Varios grupos de investigacion
han estudiado la expresion de la enzima en patologias intestinales humanas tales
como colitis ulcerosa (Takagi et al, 2008) y enfermedad intestinal inflamatoria
(Naito et al, 2004). Sorprendentemente, hay sélo dos trabajos en la literatura que
estudian la expresion de HO-1 y lo hacen en un grupo pequefio de pacientes de
carcinoma colorrectal. Uno de ellos demuestra que la expresion de HO-1 se asocia
con una mayor sobrevida de los pacientes (Becker et al, 2007); mientras que el
otro muestra que la inhibicibn de la enzima favorece la sensibilidad a la
quimioterapia (Yin et al, 2014). Estudios preliminares realizados en nuestro
laboratorio en 98 biopsias de carcinoma colorrectal invasivo, mostraron una
expresion mayor de la HO-1 en epitelio tumoral comparado con el epitelio
colorrectal no maligno adyacente. Todos estos antecedentes sugieren
enfaticamente la necesidad de estudiar la expresion de HO-1 en un nimero mas
grande de biopsias humanas de carcinomas colorrectales y sus metastasis
evaluando la posibilidad de que sea un factor importante en el proceso de
carcinogénesis y/o progresion de la enfermedad. Ademas, y dada la discrepancia
en cuanto a los efectos reportados de HO-1 sobre los procesos de proliferacion y
apoptosis, es importante realizar estudios mecanisticos adicionales que apunten a

develar el rol de esta enzima en el cancer colorrectal.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
Hipotesis General

Alteraciones en el funcionamiento normal del HO-1 favorece la supervivencia,
invasion y migracion celulares en carcinomas colorrectales estimulando el
desarrollo o progresiéon tumoral y su sobreexpresién podria ejercer efectos
antineoplasicos. La corroboracion de esta hipotesis sugeriria la posibilidad de
que HO-1 sea un factor importante en el proceso de carcinogénesis y un

blanco de estrategias terapéuticas.

Objetivo General

Existe evidencia que relaciona a la hemoxigenasa-1 (HO-1) con el cancer, la
mayoria de la cual fue obtenida en sistemas de cultivos celulares y en menor
proporcién en modelos animales. Sin embargo son abundantes los ejemplos de
resultados y descubrimientos realizados en el area de la investigacion oncolégica
utilizando estos sistemas experimentales que posteriormente no han podido
aplicarse al cancer humano. Teniendo en cuenta que los estudios de expresiéon de
esta proteina en tumores humanos (particularmente en el cancer colorrectal) son
sumamente escasos, el objetivo general es estudiar la importancia de esta
proteina en el desarrollo y/o progresién tumoral humana evaluando la factibilidad

de utilizarla como blanco de estrategias terapéuticas y/o como factor pronéstico.

Objetivos Especificos

Enmarcados dentro del objetivo general, los objetivos especificos de este trabajo
de tesis son:

En primer lugar, estudiar la expresion de HO-1 en biopsias quirtrgicas obtenidas
de pacientes con diagndstico de carcinoma de colon con metastasis presentes al
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momento del diagndstico o como recurrencia de la enfermedad y evaluar si existe
alguna correlacién entre los niveles de expresidn y parametros clinicos e
histopatologicos. Esto aportara evidencia acerca de la importancia de esta
molécula en el carcinoma colorrectal humano.

En segundo lugar, investigar el rol de HO-1 en la carcinogénesis y progresion del
carcinoma colorrectal utilizando como modelos animales, ratas y ratones. Al
tratarse de mamiferos, una gran parte de sus procesos bioguimicos son similares
al hombre, poseen un tiempo generacional corto, lo que los convierte en un buen
modelo para el estudio de las enfermedades humanas sin perder la capacidad de
descubrir las complejas interconexiones entre los sistemas. Los modelos animales
en medicina experimental son utiles fundamentalmente para tres propoésitos: (i)
identificar la base molecular de la enfermedad, (ii) estudiar la fisiopatologia de la
enfermedad vy, (iii) ensayar nuevas terapias para la misma (Benavides y Guenet,
2000).

En tercer lugar, se pretende comenzar a estudiar los mecanismos a través de los
cuales la precitada proteina influye en la carcinogénesis y progresion tumoral

utilizando lineas celulares humanas.
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MATERIALES Y METODOS
Reactivos

Se utilizaron los siguientes reactivos: cloruro de hemina equina (Sigma Aldrich,
USA), dicloruro de estafio (IV) protoporfirina IX (SnPP; Frontier Scientific Europe,
Itd., Carnforth, Lancashire, United Kingdom), 4-3-4-iodofenil-2-4-nitrofenil-2H-5-
tetrazolio-1,3-benzeno disulfonato (Cell Proliferation Reagent WST-1 Roche),
cloruro de sodio (Cicarelli), cloruro de potasio (Biopack), sodio fosfato dibasico
anhidro (Biopack), potasio fosfato monobasico (Mallinckrodt), Amersham ECL Plus
Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare), acrilamida 99,9 % reactivo
de pureza para electroforesis (BIO-RAD), glicina reactivo de pureza para
electroforesis (BIO-RAD), N,N -metileno-bis-acrilamida reactivo de pureza para
electroforesis (BIO-RAD), N,N,N°, N'-tetra-metil-etilendiamina (TEMED) (BIO-
RAD), persulfato de amonio (BIO-RAD), Triton X-100 para electroforesis (SIGMA),
Tween 20 para electroforesis (SIGMA), Bio-Rad Protein Assay (BIO-RAD),
hidroxido de sodio calidad analitica (Anedra), LB Agar Ampicilina, MBI Fermentas,
extracto de levadura (Britania), glicerol (SIGMA), ribonucleasa A de pancreas
bovino (SIGMA), solucién de ioduro de propidio (Roche), alcohol etilico medicinal
(Porta), alcohol etilico absoluto (Dorwil), xilol (Dorwil), metanol (Cicarelli), peréxido
de hidrégeno 30 % (v/v) (Cicarelli), portaobjetos Superfrost Plus (Thermo
Scientific), cubreobjetos Patho Glass, albumina sérica bovina Amersham (GE

Healthcare) y kit de revelado de inmunohistoquimica de Vector (Vectastain).

Nancy Carolina Andrés Pigina 51




Tratamientos con heminay estafio (IV) protoporfirina IX (SnPP)

Preparacion de las soluciones stock:

Hemina: 36 mg de cloruro de hemina se disolvieron en 0,4 ml de NaOH 0,5 N y se
agregaron 0,5 ml de tris-HCI 1 M pH 8, se filtré utilizando filtros de 0,2 um y se
conservo alicuotado a -70 °C y al resguardo de la luz. Inmediatamente antes de su
uso, se diluyé en PBS 1:100 (Muppala et al, 2000).

SnPP: Se disolvieron 5 mg de dicloruro de SnPP en 1,47 ml de dimetil sulféxido
(DMSO). La solucion se filtré utilizando filtros de 0,2 um y se conservo alicuotada a
-70 °C y al resguardo de la luz. Se diluyé en medio de cultivo antes de su uso. La

concentracion utilizada de DMSO por pocillo, fue de 0,1 %.

Anticuerpos

Los anticuerpos utilizados fueron: policlonal primario de conejo anti-HO-1 (SPA-
896, Stressgen Bioreagents, Canadd), policlonal de ratéon anti-p27/Kipl (BD
Transduccién Laboratorios™), policlonal de raton anti-p21WAFI/CIP1 (BD
Pharmingen™), monoclonal de conejo anti-ciclina D1 (SP4, Thermo Scientific
Inc.), policlonal de conejo anti-p53 (sc-6243, Santa Cruz de Biotecnologia),
policlonal de conejo anti-Bax (sc-493, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), policlonal
de conejo anti-PKC Bl (sc-209, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), policlonal de
conejo anti-PKC BII (sc-210, Santa Cruz Biotechnology), policlonal de cabra anti-
actina C11 (Sc-1615, Santa Cruz Biotecnologia), Phospho-Akt (Ser473) polyclonal de
conejo, monoclonal de raton PARP1 (MAB3290, EMD Millipore). Los anticuerpos
secundarios biotinilados, fueron adquiridos de Vector Laboratories. Los
anticuerpos secundarios-HRP conjugados (Horseradish peroxidase-conjugated
secondary antibody) fueron obtenidos de Amersham (GE Healthcare). Se
emplearon los anticuerpos secundarios fluorocromo conjugado anti-conejo Alexa

566 (Molecular Probes, Invitrogen), Alexa-Fluor488 (Molecular Probes, Leiden/The
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Netherlands), fluorocromo conjugado anti-ratbn  Alexa-Fluor488 (Molecular
Probes, Leiden/The Netherlands) y el anti-cabra IgFITC (SC-2777, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.). Las células marcadas fueron montadas con DAPI-containing
VectaShield Mounting Medium (Vector Laboratories, CA/USA) y DRAQS5™
fluorescent DNA dye (5 mM).

Lineas celulares

Las lineas celulares de CCR humano, HCT116, HCT116 p53 -/-, HCT116pcDNAS,
HCT116pcDNA3-HO-1, HT29 y LoVo se mantuvieron a 37 °C en un incubador con
una atmosfera de CO; al 5 % en medio DMEM, , McCoy's 5a y F-12K (Sigma)
suplementado con 10 % (v/v) de FBS (Gibco), L-glutamina (5 mM, Gibco),
penicilina (Gibco, 100 U/ml) y estreptomicina (Gibco, 100 g/ml).

Biopsias de neoplasias humanas

Se utilizaron 98 muestras de biopsias de carcinoma colorrectal humano, aportadas
por Hospital Italiano Regional del Sur (Bahia Blanca, Argentina), cuyos comités de
ética y de investigacion, aprobaron los protocolos correspondientes. Dichas
biopsias fueron utilizadas para analizar la expresion de HO-1 y su asociacién con
pardmetros clinico-patolégicos. Las biopsias se obtuvieron antes de iniciar el
tratamiento. Si el paciente, post al tratamiento, se habia operado de las
metastasis, se volvié a obtener material de las metastasis El tratamiento depende
de los estadios de la enfermedad y de las comorbilidades. En general, se utiliza
QT (folfox o folfiri) + Bioldgico (bevacizumab o cetuximab). Estas combinaciones
también varian, en sies 1, 2 o 3 lineas. Ademas, la eleccién del biol6gico depende
del estado de K-ras, y del objetivo terapéutico a lograr. Las muestras
correspondieron a tumores primarios, obtenidos por la reseccion quirdrgica de
pacientes con CCR invasivos. El estadio del CCR fue determinado utilizando el
Séptimo Sistema de Clasificacion de la Unidon Internacional contra el Cancer,

Tumor-Nodulo-Metéastasis (TNM). Los datos fueron obtenidos en el momento del

Nancy Carolina Andrés Pigina 53




diagnoéstico, la respuesta al tratamiento, evolucidbn y seguimiento, sexo,
localizacion del tumor primario, fecha de la cirugia, la fecha de la muerte o el
altimo contacto, fecha de la recaida, el sitio de la recaida, la obstruccion y/o
perforacion intestinal durante el diagnostico y el antigeno carcinoembrionario pre-
quirargico (CEA). De la biopsia del tumor primario, se obtuvo el tamafio del tumor,
la invasion en la pared intestinal, metéstasis en los ganglios linfaticos regionales,
invasion vascular o perineural, grado de diferenciacion, estado mutacional de K-
ras y la expresion del receptor para EGFR-1. Se cortaron una serie de secciones
de 5 micras y se transfirieron a portaobjetos de vidrio histolégicos para ser tefiidas
con hematoxilina y eosina, el diagndstico inicial fue confirmado por un médico
patélogo. Se evalué la calidad de los cortes, prestandose especial atencion tanto a
la adecuada fijacibn del material como a la presencia de zonas con lesion

representativa.
Andlisis de supervivencia de HO-1 y p53 en pacientes con cancer colorectal

Se efectud un andlisis de supervivencia univariado en un grupo de 290 pacientes
con céancer colorrectal en funcion de la expresion del gen HO-1 y el estatus
mutacional de p53; para lo cual se descarg6 el perfil de expresion de HO-1 y el
perfil de mutaciones del gen p53 del proyecto TCGA COADREAD, generados por
RNAseq y Exomeseq. The Cancer Genome Atlas (TCGA), es una fuente de datos
de acceso publico que se inici6 como una colaboracion entre el Instituto Nacional
del Cancer (NCI) y el Instituto Nacional de Investigacion del Genoma Humano
(NHGRI). Tiene como objetivo generar mapas exhaustivos, multi-dimensionales de
los cambios gendmicos clave en los principales tipos y subtipos de cancer. Es bien
conocida la asociacion entre, la agresividad de los tumores colorrectales y el
fendbmeno de la hiper-mutacion, en el que la tasa de mutacidon genética es
anormalmente alta debido a que los mecanismos de reparacion del ADN normales
se interrumpen. Los perfiles de expresion/mutacion y la informacion clinico-
platologica asociada, fue descargada desde Cancer Browser (https://genome-

cancer.soe.ucsc.edu/) y cBioPorta (http://www.cbioportal.org/) respectivamente. El
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analisis e integracion de dichos datos fue realizado en R/Bioconductor.
Brevemente, los pacientes fueron divididos en cuatro grupos en funcion del
estatus del gen p53 (mutado o wild type) y de la expresion de HO-1 (alta o baja
expresion en funcion de la mediana). Se empleo el paquete survival de R para el
analisis de Kaplan-Meier y el calculo del log-Rank p-value. Este analisis fue

llevado a cabo por el Dr Martin Abba.

Modelos animales

Inducciéon quimica (DMH) de CCR en ratas Wistar

Para el modelo de cancer colorrectal se utilizaron Ratas Wistar macho (N = 31), de
8 semanas de edad y peso promedio de 350 gramos. 28 de ellas fueron
inyectadas, por via intramuscular, con 1,2-dimetilhidrazina (DMH) 20 mg/kg, una
vez por semana, durante 8 semanas. En los diferentes estadios progresivos a lo
largo del desarrollo del tumor, los animales fueron anestesiados y sacrificados
para recoger las muestras necesarias (polipos, adenocarcinomas y carcinomas de
células en anillo de sello). Se recogido el tejido normal de animales, que
pertenecian a la misma colonia, que no habian sido tratados con DMH (n = 3), con
el fin de realizar estudios comparativos con mucosa normal. Las muestras fueron

fijadas en formol al 10 % para inmunohistoquimica.

Implante subcutaneo de células humanas de CCR en modelos murinos

inmunocomprometidos

Se realiz6 un modelo murino, con ratones N:NIH (S)-Fox1nu (nude) machos de 8
semanas de edad y de un peso medio de 25 gramos. Se les implantaron en el
flanco izquierdo y/o derecho, utilizando una jeringa tipo insulina con aguja 30GX
%, de manera subcutanea, 3 x 10° células HCT116pcDNA3, HCT116pcDNA3-HO-
1, HCT116 y HCT116 p53 -/-, segun correspondiera, obtenidas por tripsinizacion

de cultivos con una confluencia del 80-90 %, en 100 ul de medio DMEM libre de
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suero. Se utilizaron 6 animales para cada tratamiento. 6 individuos fueron
seleccionados al azar y fueron inyectados con las células HCT116pcDNA3 y 6 con
HCT116pcDNA3-HO-1. Luego de 16 dias, los tumores fueron palpables y se tomo
la medida longitudinal y transversal de los mismos cada dos dias, asi como
también se tomo el peso de los ratones. Al dia 40, se procedio al sacrificio por
dislocacion cervical, segun recomendaciones de la Guia de Buenas Practicas con
Animales de Experimentacion. Para analizar el volumen de los tumores disecados,
en ambos grupos, se empled la formula /6 x a x b x ¢, donde a, b y ¢ son las 3
dimensiones del tumor (se asume una forma elipsoidal; Geran et al, 1972) y para
hacer un seguimiento de la evolucién de los tumores in vivo, se utilizé la formula
T1/6 x a x b siendo a la medida de mayor dimensién y b la de menor dimensioén.

Se inyecté de igual manera a 12 ratones: en el flanco izquierdo la linea celular
HCT116 y en el flanco derecho la linea celular HCT116 p53 -/-. A partir del dia 15,
cuando los tumores fueron palpables, se dividio a los individuos aleatoriamente en
2 grupos de 6, quienes recibieron 9 aplicaciones intratumorales de hemina y
vehiculo (0,2 mg/kg, 100 um) durante 3 semanas. Al dia 28, se procedi6 al
sacrificio como se detall6 anteriormente.

Los tumores disecados, se midieron, se pesaron, se fotografiaron y se fijaron con
formol al 10 % en PBS 1X, durante 24 h para su posterior procesamiento por

técnicas histologicas.

Técnicas Histoldgicas

Procesamiento de érganos y tumores para histologia

Los 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 aclarante histolégico 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 microtomo
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Leica RM 2245 y se colocaron en portaobjetos. Posteriormente se sumergieron en
aclarante histologico y se colocaron en estufa a 60 °C por 1 h para fundir la
parafina. Luego los tejidos fueron rehidratados por medio de inmersion en una
secuencia de soluciones alcohdlicas de concentracion decreciente (100, 96, 80 y
70 %, 4 min en c/u). Luego se colocaron en agua destilada por 5 min, se tifieron
con hematoxilina (Tabla 4) por 15 seg y se sumergieron en alcohol 70 % 2 min.
Posteriormente se tifieron con eosina (Tabla 4) por 30 seg y se deshidrataron en
soluciones alcohdlicas de concentraciéon creciente (70, 96, 100 %, 15 seg en c/u).
Finalmente se colocaron en aclarante histologico y se realiz6 el montaje con

balsamo de Canada (Biopack). Los preparados fueron observados con un

microscopio Olympus CX31 equipado con una cdmara Lumera Infinity Microscopy
USB 2.0.

Hematoxilina segln Harrys Eosina

Hematoxilina 59 Eosina 1g

Alcohol 100 50 ml Agua destilada 100 ml

Acido acético 30 ml Alcohol 96 hasta 1000 ml
Alumbre de K 100 g Floxilina B 10 ml

(1 g/100 ml H,0d)

Oxido rojo de Hg 2509 Acido acético 4 ml

Agua destilada hasta 1000 ml

Tabla 4. Composicién de las soluciones de Hematoxilina segun Harris y Eosina.
Evaluacion del indice mitotico (IM) y del indice nuclear (IN)

Con el fin de determinar el grado de malignidad de los tumores, se evalud la
morfologia histologica a partir de dos indices, el indice mitético (IM) y el indice
nuclear (IN). La evaluacién del indice mitético y del indice nuclear se llevé a cabo

utilizando preparados tefiidos con hematoxilina y eosina. Para evaluarlos, se
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contaron las figuras mitéticas tipicas y atipicas y se observo el pleomorfismo de
los nacleos en 10 campos al azar bajo un aumento de 40X/0.65/0.17 con un
microscopio LABOMED CxL. El indice mitético fue calculado como la mediana de
todas las figuras mitoticas observadas. Para evaluar el indice nuclear, se tuvo en
cuenta el pleomorfismo nuclear, la variabilidad de la forma y el tamafio de los
nucleos neoplasicos entre ellos mismos y en comparacion con los normales
(variabilidad escasa = 1, variabilidad moderada = 2, variabilidad marcada = 3).
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 patdlogo Julian Arévalo.

Inmunohistoquimica (IHQ)

Se realiz6 IHQ, para analizar la expresion de HO-1, en las biopsias humanas y en
biopsias de tumores de los distintos modelos animales. Inicialmente, se colocaron
los preparados en estufa a 55 °C por 30 min para fundir la parafina.
Posteriormente, los tejidos fueron desparafinados con aclarante histolégico 100 %
a 60 °C por 1 h y a temperatura ambiente por 10 min; luego, rehidratados,
sumergiéndolos sucesivamente en etanol 100 % por 10 min, etanol 96 % por 10
min, etanol 70 % por 10 min, todo a temperatura ambiente, y un bafo final, de
peréxido de hidrogeno 3 % en alcohol al 96 %, con el fin de eliminar la actividad
peroxidasa enddgena. Los preparados, fueron lavados 2 veces con PBS 1X, por 5
min, y blogueados con una solucion de BSA 2 % en PBS 1X, durante 30 min, en
una camara humeda. Las secciones fueron incubadas toda la noche, a 4 °C, con
un anticuerpo de conejo primario anti-HO-1 (SPA-896, Streesgen; 1:100) diluido
en BSA 2 % disuelta en PBS 1X. El mismo proceso, en todos los casos, fue
aplicado sobre un preparado control, en ausencia del anticuerpo primario.
Posteriormente, fueron lavados 3 veces, con PBS 1X durante 5 min, e incubados
con una dilucion 1:400 del anticuerpo secundario (anti conejo o0 anti cabra
biotinilado segun corresponda) preparado en BSA 2 % disuelta en PBS 1X a
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temperatura ambiente por 30 min en camara humeda. Al mismo tiempo, se
prepard el reactivo ABC Vectastain (Vector Laboratories) en PBS 1X, dilucion
1:50, dejandolo reaccionar a temperatura ambiente en la oscuridad durante 30 min
antes de su utilizacion. Los preparados, fueron lavados 3 veces con PBS 1X
durante 5 min, fueron incubados con el reactivo AB a temperatura ambiente
durante 30 min en camara humeda en oscuridad y se realizaron 3 lavados finales
con PBS 1X por 5 min. Se prepar6 el reactivo de diaminobencidina/H,0O, (Sigma),
y posteriormente, se agregaron bajo el microscopio optico, 200 ul del mismo sobre
el tejido, controlando el desarrollo de la reaccion. Se realizd, como coloracion de
contraste, una tinciébn con hematoxilina de Meyer (Zymed) por 1 min durante 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 aclarante histolégio 100 %.
Se montaron con Calsamo de Canada (Biopack), y se dejaron secar hasta el dia
siguiente, para ser analizadas. Se observaron con microscopio de campo claro
Olympus (CX31).

Evaluacion de laintensidad de la tincién y andlisis estadistico

Los preparados humanos inmunomarcados fueron semicuantificados, en base a la
cantidad de células tumorales marcadas y la intensidad de tincién, mediante el uso
de un score inmunorreactivo de semicuantificacion (el IRS es el producto de la
intensidad de tincibn por el porcentaje de las células tefidas). Se utiliz6 el
siguiente criterio para la intensidad de la tincién: 0 (negativo); 1 (tincion débil); 2
(tincion moderada) y 3 (tincion fuerte). Se gradud entre 0 y 3 el porcentaje de
células tefidas: (0: menos del 10% de células inmunomarcadas; 1: del 11 al 50%;
2: del 51 al 80% y 3: mas de 81%). Se determiné para cada muestra el IRS
promedio de 10 campos elegidos al azar (400x). Secciones con un IRS > 0 fueron
consideradas positivas. ElI IRS para HO-1 fue dividido en tres grupos: negativo
(SI=0), baja expresion (Sl: 1-3) y alta expresion (Sl: 4-9). Para estimar el valor

discriminativo del IRS, para la expresion de HO-1 en CCR, se trazaron curvas
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ROC (Caracteristica Operativa del Receptor), y las areas correspondientes bajo
las curvas (AUC) se compararon mediante varios posibles valores de corte, como
ya se ha descripto (Gandini et al, 2014). Para el estudio de la tincién nuclear de
HO-1, en muestras humanas y en el modelo animal, se evalu6 el porcentaje total
de ndcleos positivos para HO-1. Las muestras que contenian mas de un 10 % de
células tefidas se consideraron positivas. Se utilizo el software GraphPad Prism 5
para la recoleccion, procesamiento y andlisis estadistico de todos los datos.

Transfecciones

Transfeccion transitoria y estable

Se utilizaron dos plasmidos de expresion de la proteina HO-1. Uno de ellos,
amablemente donado por la Dra. Phyllis A. Dennery (Children’s Hospital of
Philadelphia and Department of Pediatrics, University of Pensylvania, Philadelphia
USA), expresa una proteina de fusion de la forma nativa de la proteina con EGFP
(enhanced green fluorescent protein, pEGFP-HO-1). El otro, pcDNA3-HO-1 fue
gentilmente donado por la Dra. Elba Vazquez (Universidad de Buenos Aires).
Ademas, se empled un pcDNA3-p53, generosamente donado por la Dra. Adriana
De Siervi (Universidad de Buenos Aires), para introducir p53 en la linea celular
HCT116 p53 -/-. La seleccion de las células de la linea estable se realizd6 mediante

la incorporacion del antibiotico G418 o Gentamicina (40 mg/ml).
Transfeccion de células con Lipoafectamina

Se sembraron 2,0 x 10° células sobre cubreobjetos estériles en placas de 2,5 cm
de didmetro, en medio DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10 % y se
incubaron a 37 °C en atmésfera de CO, 5 %. Luego de 24 h, las células fueron
transfectadas con los plasmidos de expresion de HO-1, utilizando Lipoafectamina

2000 (Therrmo Fisher Scientifica) de acuerdo a las especificaciones del fabricante.
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A las 48 h, se verificOo la expresion de HO-1, mediante microscopia de

fluorescencia y western blot.

Transformacion de bacterias competentes

Las bacterias competentes (50 pl) se transformaron con los plasmidos descriptos
(1 pg) con resistencia a ampicilina, incubando durante 30 min en hielo, y luego
realizando un shock térmico (a 42 °C durante 2 min y posteriormente 5 min en
hielo) para permeabilizar la pared bacteriana. Se agregaron 450ul de Luria Bertani
(LB) sin antibidtico, y se incubd durante 1 h a 37 °C. Una alicuota (200 pl), se
rastrilld en una placa con LB + ampicilina (50 yg/ml) y se incub6 toda la noche en
estufa a 37 °C. Se picd una colonia y se la dejé crecer en medio LB conteniendo

ampicilina. Se guardo un stock en glicerol a -70 °C.

Aislamiento de ADN plasmidico

Se realiz6 un cultivo en medio LB liquido con ampicilina, tomando las bacterias
transformadas con el plasmido de interés e incubandolo toda la noche a 37 °C con
agitacion orbital. Luego, se centrifugd a 6000 g durante 15 min a 4 °C. Se utilizé el
kit de maxiprep de Sigma para la purificacién del ADN plasmidico, siguiendo las
especificaciones del fabricante. EI ADN se cuantific6 por medicion de la

absorbancia a 260 nm en un espectrofotometro JunWay UV-V.
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Ensayos de viabilidad celular

Anadlisis de viabilidad celular mediante conteo de células en camara de

Neubauer

Para repicar las células de CRC, HCT116, HCT116 p53 -/- y HT29, se retir6 el
medio de cultivo, se lavé con 5 ml de PBS 1X y se agreg6 500 pl de tripsina. Las
células se resuspendieron por el agregado de 2 ml de medio estéril. Se extrajo una
alicuota para contar el numero 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. 48 h mas tarde fueron tratadas con un
inductor o un inhibidor de la actividad de HO-1 (hemina y dicloruro de estafio (IV)
protoporfirina (IX) (SnPP), respectivamente) a diferentes dosis y diferentes
tiempos. Se extrajo una alicuota (10 pl) y se conto6 el numero de células en camara
de Neubauer por triplicado. Cada tratamiento se realizé por triplicado para cada
linea celular. Se graficd el niumero de células utilizando el software GraphPad
Prism 5 y se compard la cantidad de células obtenidas luego del tratamiento
respecto al control.

Alternativamente, las lineas celulares HCT116 y HCT116 p53 -/- fueron
sembradas en 96 pocillos placas y 72 h mas tarde, las células HCT116 p53 -/-,
fueron transfectadas como anteriormente se describié. 24 h después de la
transfeccion, fueron tratadas con hemina (100 uM) y el vehiculo; 96 h después,

fueron contadas manualmente.

Anélisis de viabilidad celular mediante xCELLigence™System/RT-CESTM
System

Adicionalmente, se midio la viabilidad celular, en las lineas celulares HCT116 y
LoVo, utilizando el xCELLigence ™System (ROCHE), también conocido como RT-

CES™system, que contiene una serie de analizador en tiempo real (RTCA). Es un
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sistema de ensayo, basado en el etiquetado de células mediante la integracion de
micro electrodos y la biologia celular. El sistema, se basa en un biosensor micro-
electrénico, incorporado en cada una de las 6 placas para el plato de 96 pocillos
E-plate™. El sensor mide la impedancia eléctrica de la poblacién celular en el
pocillo. Aquellas que tienen contacto con el sensor cambian este valor entre los
microelectrodos. La medicion de este dato proporciona informacién cuantitativa en
tiempo de lectura sobre el estado de las células, incluyendo el nimero celular, la
viabilidad y la morfologia. Los datos fueron analizados mediante el software RTCA
Software 1.2.1.1002.

Andlisis del ciclo celular por citometria de flujo

El andlisis del ciclo celular de aproximadamente 1x10° células HCT116 y HCT116
p53 -/- fue realizado por FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorter Analysis). Las
células se sincronizaron por privacién de suero fetal bovino durante 24 h. Luego se
trataron con hemina y vehiculo (100 um) durante 24 h. Posteriormente, fueron
lavadas con 1 ml de PBS 1X y centrifugadas a 3.000 rpm por 3 min 2 veces. Se
fijaron 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 tincién. Para realizar dicha
tincién, 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 1X 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 resolucién del DNA.
Para el andlisis, se utilizé un citometro de flujo FACSCalibur Becton Dickinson
usando una longitud de onda de excitacion de 488 nm y de 585 nm de emision.
Cien mil células fueron analizadas por cada muestra. Se empled un programa para
histogramas de deconvolucién de la frecuencia del contenido de DNA (ModFit LT
cell cycle analysis software) y se graficé el porcentaje de células en las distintas
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fases del ciclo celular. Ademas, los datos fueron analizados con el software Cell

Quest (Becton Dickinson).
Ensayos de apoptosis
Analisis de apoptosis mediante citometria de flujo

Las células apoptéticas fueron analizadas utilizando el kit Annexin V-FITC
Apoptosis Detection Kit (AV, 556420) siguiendo las instrucciones del fabricante
(BD Pharmingen).

Las células HCT116, se trataron con hemina o su vehiculo (100 pum) durante 24 h.
Luego de los tratamientos correspondientes, fueron tripsinizadas, colectadas y
centrifugadas a 1.500 rpm durante 5 min. Luego, fueron lavadas dos veces con
PBS 1X y resuspendidas en buffer binding anteriormente mencionado a una
concentraciéon de 1x10° células/ml. Se tomaron 100 pl de las células
resuspendidas y se les agregdé 5 ul de Anexina V-FITC y 10 ul de IP, luego, se
incubaron en oscuridad a temperatura ambiente (25 °C) por 15 min.
Posteriormente, se agregé 400 ul de buffer binding a cada tubo. Por ultimo,
100.000 células fueron analizadas por cada muestra en citbmetro de flujo
FACSCalibur Becton Dickinson durante el transcurso de la siguiente hora. Se
realizaron los siguientes controles para establecer las compensaciones y los
cuadrantes: 1) células sin teiiir, 2) células tefiidas solamente con Anexina V-FITC
(sin IP) y 3) células tefidas solamente con IP (sin Anexina V-FITC). Se realizaron
tres experimentos independientes por duplicado. Los datos fueron analizados con
el software Cell Quest (Becton Dickinson). Se graficd y cuantifico 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).




Analisis de apoptosis mediante la medicion de la actividad de caspasa-3

Se utilizé un kit de fluorescencia especifico, caspasa-3 fluorescencia de Cayman.
Se traté a las células con HCT116 con FAS y CM, CSE (humo de cigarrillo) y se
sobre-expresé la HO-1 farmacolégicamente y genéticamente. Se realizaron
lisados de células y se hizo una medicion de proteinas y una curva de calibrado.
Luego, en una placa multiwell-96 por triplicado se depositdé 20 pug de lisado
proteico, inhibidores y sustratos del kit siguiendo instrucciones del fabricante.
Finalmente, se midi6é la actividad de caspasa-3 mediante el software Gen5 1.11
(Bio Tek).

Ensayo de Toxicidad

Se utilizo el kit desarrollado por CytoTox-Glo™ (Promega) para medir la toxicidad
de la droga hemina. Consiste en un ensayo de citotoxicidad luminiscente que mide
el nimero relativo de células muertas en las poblaciones de células. La cantidad
de luminiscencia se correlaciona directamente con el porcentaje de células

sometidas a estrés citotoxico. Se siguio el protocolo del fabricante.

Migracion celular

Se realizé el ensayo de wound healing (Petit &Thiery, 2000). Este método, imita la
migracion celular durante la cicatrizacién in vivo. Se sembraron las células
HCT116 y HCT116 p53 -/-, HCT116pcDNA3 y HCT116pcDNA3-HO-1 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 seccién de la monocapa celular. Se retir6 el medio de
cultivo y se afiadié nuevo medio conteniendo hemina o vehiculo (100 pm) cuando
correspondia. 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 midio el area descubierta para cada tratamiento
a los distintos tiempos comparando los distintos tratamientos. Se realizaron
graficos 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 representan el promedio de tres experimentos independientes + SD,

con 4 réplicas cada uno.
Invasion celular

Se procedi6 a medir el poder invasivo de las células HCT116pcDNAS,
HCT116pcDNA3-HO-1, y de las lineas HCT 116 y HCT 116p53 -/- luego de que la
actividad de la HO-1 fuera modulada farmacolégicamente.

El ensayo de invasidn consiste en colocar insertos de membrana de policarbonato
(12 ym de tamarfio de poro) en los pocillos de una placa de cultivo celular. Estos
insertos, delimitan una cdmara superior y una inferior. La superficie superior de los
mismos 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 tefiidas 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 (20000 células/well en
0,5 ml de medio DMEM) en las camaras superiores de los insertos de
policarbonato. Se agregd 500 uyl de medio de cultivo DMEM a las camaras
inferiores de los pocillos. Luego de 16 h de incubacion a 37 °C, se retiraron los
insertos, se lavaron suavemente con 1 ml de PBS 1X, se fijaron en metanol 100 %
(v/v) por 10 minutos (500 ul/pocillo) y 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
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Optica. Se utilizé la prueba Student con p < 0,05 como criterio para la significancia
estadistica.

Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS — PAGE) y western blot
Preparacion de lisados celulares

Las células fueron sembradas en placas y tratadas con hemina o vehiculo (100
um) durante 4, 12, 18 y 24 h cuando correspondia. Luego, se les retir6 el medio,
se lavaron con PBS 1X y se les adicion6 75-150 pl de buffer de lisis (2 % TRIS 1
M, 1 % Tritébn-X 100, 0,5 M EDTA 0.5 M, 2 % NaCl 1 M) al cual se le agreg6
previamente 1 yl de cocktail de inhibidores de proteasas, se levantaron las células
con espatula y se las colocé en tubos eppendorf. La mezcla se dejo reposar

durante 30 min en hielo.

Medicion de la concentracién de proteinas

Para la determinacién de la concentracion proteica se confeccioné una curva de
calibrado constituida por cantidades crecientes de un estandar 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 incognitas de igual manera por duplicado.

Preparacién de las muestras

Se realizaron los calculos necesarios para llevar el volumen del lisado a la
concentracion de proteinas deseada con buffer de lisis y buffer muestra 4X (Tris 1
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 calentd 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 separacion de proteinas por peso molecular, se realizé 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 7 yl de marcador de peso molecular (See
Blue Plus, Invitrogen) y en las restantes 50 ug de proteinas, segun los casos. Se
realiz6 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 1X

Tris Base 3 ¢

Glicina14,4 g

SDS 10 % 10 ml

H,O Milli Q hasta completar 1L

Tabla 5. Composicién del Buffer de electroforesis 1X.

Gel stacking 5 % (10 ml) Gel separacion 12 % (25 ml) Gel separacion 15 % (25 ml)

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

Tris 1 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 30 %  Acrilamida/bis-acrilamida 30 % 12,5
% 1,7 ml 10 ml 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 pl

Tabla 6. Composicién del gel de stacking y de separacion utilizados durante la
electroforesis.
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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 cdmara electroforética con buffer de
transferencia 1X con la membrana de PVDF del lado anddico. La transferencia se
llevo a cabo a 0,3 A durante 1,30 o 2 h dependiendo de la proteina de interés. Las
membranas, fueron lavadas con PBS 1X, secadas y guardadas a 4 °C hasta su
utilizacion.

Buffer transferencia 1X

Tris Base 3,03 g

Glicina14,4 g

Metanol 200 ml

H,O Milli Q hasta completar 1L

Tabla 7. Composicién del Buffer de transferencia 1X.
Inmunodeteccién de proteinas

Las membranas, fueron activadas en metanol por 1 min y colocadas en PBS 1X,
luego fueron bloqueadas con leche descremada al 5 % en PBS 1X en agitacion
continua durante 30 min. Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 5 min en PBS
1X y se procedio a incubarlas durante toda la noche en camara fria con una
dilucion adecuada de anticuerpo primario preparada en una solucion de BSA 0,4
% en PBS 1X. Luego, se realizaron 3 lavados con Tween-20 0,01 % en PBS 1X e
inmediatamente se incubd la membrana con una dilucion 1/1000 del anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa de rabano picante especifico preparado en
leche descremada al 5 % disuelta en PBS 1X a temperatura ambiente durante 1 h

en agitacion. Finalmente, se realizaron 3 lavados por 5 min con Tween-20 0,01 %

Nancy Carolina Andrés



en PBS 1X, y se procedié a revelar las membranas. Se emple6 para ello, el
reactivo de quimioluminiscencia ECL Plus (GE Healthcare) procediendo a efectuar
la reaccidén segun las especificaciones indicadas por el proveedor. Para su uso
posterior, las membranas fueron lavadas 3 veces con PBS 1X, secadas y

guardadas a 4 °C.

Inmunofluorescencia

Las células HCT116 y HCT116 p53 -/- se sembraron en cubreobjetos de vidrio
estériles. Las ultimas fueron transfectadas con plasmidos pcDNA3-p53 y pcDNAS.
48 h mas tarde fueron tratados con hemina y vehiculo (100 uM) y luego se fijaron
con 4 % paraformaldehido durante 10 min y se permeabilizaron con 0,1 % Triton
X-100 (Sigma), seguido de una incubacién con una solucion de blogueo (1 % BSA
en PBS 1X) y se incubo toda la noche con el anticuerpo primario Anti-HO-1 (SPA-
896 Stressgen, dilucién: 1:100) y anti-p53 (sc-6243, Santa Cruz Biotechnology,
dilucion 1:100) en camara humeda a 4 °C. Posteriormente se realizaron tres
lavados con PBS 1X y se incubaron con su correspondiente anticuerpo secundario
conjugado a fluorocromo Alexa 566 (Molecular Probes, Invitrogen) por 1 h a
temperatura ambiente. Se incub6é por 10 min con DAPI (1:10000) en PBS 1X
finalizando con el montado de los cubreobjetos sobre portaobjetos para su
posterior visualizacibn en microscopio de fluorescencia. Las IF se visualizaron
utilizando un microscopio Axiovert 200M (Zeiss) equipado con una camara
AxioCamMRm.

El recuento de células fue en 10 campos aleatorios (400X) se realizd con el fin de
estudiar la proporcion de células que contenian expresion de HO-1y p53.
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Andlisis estadistico

La evaluacion estadistica de los datos se realizé 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 tumoral en el tiempo
se realiz6 un ANOVA doble con posterior test de Bonferroni para la comparacion
de los grupos. Para los ensayos con modelos animales en los que se midio peso y
volumen tumoral y el nUmero de metéastasis se utilizé 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 HO-1, se utiliz6 el test Log-rank
(Mantel-Cox). El analisis multivariado se baso en el modelo de riesgo proporcional

(Cox). Los valores p < 0,05 fueron considerados significativos.
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RESULTADOS

Validacion del anticuerpo para HO-1 por inmunohistoquimica y andlisis de la

expresion de HO-1 en biopsias de CCR humanos.

Se comprobo6 la inmunoespecificidad del anticuerpo para HO-1 en CCR humano
por western blot con lisados proteicos de lineas celulares de CCR humanos HT29
y HCT116 (Figura 12A). El anticuerpo reconoce exclusivamente una banda que
representa a una proteina con una movilidad correspondiente al peso molecular de
HO-1 (32 kDa). Posteriormente, se realizo tincion por inmunohistoquimica en 98
biopsias de CCR invasivo resecadas quirirgicamente. La tincion con hematoxilina
y eosina para cada muestra fue realizada para estudiar caracteres
histopatolégicos con el fin de confirmar el diagnéstico (Figura 12B y C). Treinta y
dos de las muestras contenian tejidos histologicamente normales (epitelios no
malignos) adyacentes al tumor. Luego, se procedié con la inmunohistoquimica
para HO-1 tal como se describe en Materiales y Métodos. Dentro del epitelio no
maligno se observd inmunorreactividad para la HO-1 en las células apicales de la
cripta (Figura 12F, flecha negra); las células basales no mostraron expresion de
HO-1 (Figura 12F, cabeza de flecha negra). Los tejidos tumorales mostraron
mayores tasas de expresion (69,4%, 68/98; Figura 12E y G, flecha roja) que las
areas no malignas adyacentes al tumor (12,5%, 4/32; p = 0,04; Figura 12Dy F y
Tabla 8). Se observaron diferencias entre tumor (T) y los tejidos no malignos
adyacentes al tumor (ANT) en el analisis de los niveles de expresion de HO-1

(mediana IRS: 3 vs mediana IRS: 1, respectivamente; p = 0,0001; Figura 12H).
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Figura 12. Deteccién especifica de HO-1 en biopsias colorrectales humanas. Analisis
por western blot (A) de lisados de las lineas celulares HT29 y HCT116 probados con anti
HO-1 (SPA-896). Tincion con hematoxilina y eosina de tejido histologicamente normal
adyacente al tumor 40X (B) y tejido tumoral 10X (C). Expresion de HO-1 en tejidos no
malignos adyacentes al tumor 40X y 10X (D y F) y en sus respectivos tejidos tumorales
10X (E y G). Flecha negra: Inmunorreactividad de HO-1 observada en las células apicales
de las criptas dentro del epitelio no maligno. Cabeza de flecha negra: células de la base
carentes de coloracion para HO-1. Flechas rojas: Alta expresion de HO-1 en tejidos
tumorales. H. Dot plot mostrando los niveles (IRS) de HO-1 en tejidos tumorales (T) y en
tejidos no malignos adyacentes al tumor (ANT). Analisis inmunohistoquimico revela
diferencias en los niveles de expresion de HO-1 entre el tejido no tumoral adyacente al
tumor (ANT) y tejido tumoral (T) (***p = 0,0001; prueba Mann Whitney).




Grupos Casos n HO-1 (-), n (%) HO-1 (+), n (%)
ANT 32 28 (87,5) 4 (12,5) 0,04

CCR 08 30 (30,7) 68 (69,3)

Carcinoma Colorrectal. Prueba X°.

Tabla 8. Frecuencias de la expresién de HO-1 en muestras de carcinoma colorrectal

(CCR) y sus tejidos adyacentes no malignos (ANT).

HO-1 se asocia con mayor tiempo de supervivencia global de los pacientes

con CCR invasivo.

Se estudid la correlacion entre la expresion de HO-1 y varios parametros
clinicopatolégicos importantes para el pronéstico de CCR como sexo, localizaciéon
del tumor, grado de diferenciacion (GD), indice mit6tico (IM), indice nuclear (IN),
compromiso de los nédulos linfaticos, presencia de metastasis, estado mutacional
de K-ras, niveles de CEA pre-quirdrgicos y expresion de EGFR (Tabla 9). Este
analisis reveld una correlacion significativa entre la expresion positiva HO-1 y el

estado de K-ras (p = 0.04) y niveles normales de CEA (p = 0,04; prueba de X?).

La regresion logistica es una herramienta explicativa y predictiva que analiza la
relacion entre una variable binaria dependiente (0 o 1) y las variables
independientes, que pueden ser de cualquier tipo, categdéricas o continuas (Wenz,
2012). Mediante este analisis, se reforzo la correlacion previamente encontrada
entre el estado de K-ras y niveles de CEA con la expresiéon de HO-1. La
probabilidad que HO-1 esté presente cuando K-ras esta en su estado salvaje es
2,76 veces mayor que cuando K-ras esta mutado, esta chance esta explicada por
el odds ratio: 2,763 (Cerda et al, 2013; Figura 13A). Y la probabilidad que la
expresion de HO-1 sea positiva cuando los niveles del CEA son normales es 3,03
veces mayor que cuando sus niveles son altos (Figura 13B). Las tablas C y D de
la Figura 12 muestran la bondad de ajuste respecto a la eficiencia del modelo para
predecir los casos en base a los datos observados (63,77% para K-ras/HO-1 y

61,33% para los niveles de CEA/HO-1), siendo mejor la prediccién de los casos en
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los que K-ras esta wild type (85,37%) y cuando los niveles de CEA son normales
(72,22%).

Sexo
Femenino 36 20(55,5) 16(44,4) 0,4
Masculino 39 25(64,1) 14(35,9)
No disponible 8
Localizacion
Colén 68 45(66,2) 23(33,8) 0,9
Recto 15 10(66,7) 5(33,3)
No disponible -
GD
I 20 17(85) 3(15) 0,058
Il 53 30(56,6) 23(43,4)
1] 5 4(80) 1(20)
No disponible 5
IM
I 20 16(80) 4(20) 0,1
Il 32 18(56,25) 14(43,75)
1] 2 1(50) 1(50)
No disponible 29
IN
| 8 5(62,5) 3(37,5) 0,2
Il 41 23(56,1) 18(43,9)
1] 4 4(100) 0(0)
No disponible 30
Ganglios
No 17 12(70,6) 5(29,4) 0,4
Si 53 28(52,83) 25(40,17)
No disponible 12
K-ras
Wild type 55 36(65,45) 19(34,54) 0,04
Mutado 16 6(37,5) 10(62,5)
No disponible 12
CEA
normal 20 15(75) 5(25) 0,04
Alto 26 12(46,2) 14(53,8)
No disponible 40
EGFR1
1+ 17 8(47) 9(53) 0,1
2+ 13 10(77) 3(23)
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3+

5

4(80)

1(20)

No disponible

48

Tabla 9. Resumen de caracteristicas de y expresion de HO-1 y su correlaciéon con
caracteristicas clinicos-patoldgicas.

A B

40 - 16 -
35 1 i4 -
30 - iz -
25 - 10 -
20 8 7
15 - 17
10 - 4
5 7 2 1
0 - 0 -
K-ras wild type — CEA normal - o
K-ras mut HO-1 + CEA alto HO-1+
c K-ras/HO-1| HO-1(+) HO-1(-) Total % correcto
mutado 6 10 28 32,14%
wild type 36 19 a1 85,37%
Total 42 29 69 63,77%
D CEA/HO-1 | HO-1(+) HO-1(-) Total % correcto
normal 15 5 19 73,68%
alto 12 14 25 52,00%
Total 27 19 a4 61,36%

Figura 13. La regresion logistica forma parte del conjunto de métodos estadisticos
gue valora la contribucion de diferentes factores en la ocurrencia de un evento
simple. A. Gréfico representando la correlacion positiva entre estado mutacional de K-ras
y expresion de HO-1. Cuando K-ras se encuentra wild type, la expresion de HO-1 tiende a
ser positiva en tejidos de las biopsias; mientras que la expresion de la enzima tiende a
ser negativa cuando K-ras esta mutado. B. Esquema donde se evidencia que cuando los
niveles de CEA son normales, la expresién de HO-1 es predominantemente positiva. C y

D. Porcentajes representativos de la eficiencia del modelo para representar los datos
observados.




El siguiente paso consistié en examinar si HO-1 podria ser considerado un factor
prondstico en el CCR invasivo. Para este proposito se analizo si la expresion de la
proteina HO-1 se asociaba con el tiempo de supervivencia global (SG) del
paciente. Con el fin de evitar los problemas de seleccion de puntos de corte
multiples, se realizé un andlisis con curva ROC para determinar un punto de corte
razonable de HO-1 en las muestras de CCR. El mejor punto de corte para HO-1
en la supervivencia general (SG) fue un score > 1 (Sensibilidad: 61,11 y
especificidad: 69,09; AUC = 0,703; intervalo de confianza del 95% = 0,585 hasta
0,804; p = 0,0018). En resumen, los pacientes con una puntuacién de corte > 1 se
consideraron HO-1 positivos y aquellos con una puntuacion < 1 se consideraron
como HO-1 negativa.

Curiosamente, se encontré una asociacion entre la positividad de HO-1 en el
tumor y una sobrevida mas larga de los pacientes (p = 0,0058; Log Rank Test;
Figura 14). Los pacientes cuyos tumores presentaban expresion positiva de HO-1
tuvieron una mediana de supervivencia de 65 meses; mientras que los pacientes
gue presentan expresion negativa de la proteina tuvieron una mediana en el

tiempo de supervivencia de 39 meses.

100+
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S 801 HO-1(-)
2
> 60-
3
= 40-
7]
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Figura 14. Curva de supervivencia de Kaplan Meier. Pacientes con expresion de HO-1

positiva en sus tumores presentan un mayor tiempo de sobrevida global (SG) que los

pacientes con expresion negativa de HO-1 (N = 78; p = 0,0058, Log Rank Test).
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En estadios avanzados del modelo animal de induccion quimica de CCR,

aumenta la expresion de HO-1 y transloca a nucleo

Con el fin de profundizar el significado de HO-1 en el CCR, en principio, se evalué
la expresion de la enzima durante la progresion de un modelo de CCR inducido
quimicamente. Para este propdsito, se aislaron tejidos epiteliales histolégicamente
normales (Figura 15A, E, I), pdlipos (Figura 15B, F, J), tejidos de adenocarcinoma
(Figura 15C, G, K) y tejidos de carcinoma de células en anillo de sello (Figura 15D,
H, L) que se obtuvieron en diferentes momentos de la progresion de la
enfermedad. Carcinomas de células en anillo de sello se han caracterizado como
entidades muy malignas (Nissan et al, 1999; Bradford, 1976). Se detecto tincion
positiva en 4/10 (40%) del tejido histologicamente normal, 3/3 (100%) de los
polipos, 12/12 (100%) de muestras de adenocarcinoma y 3/3 (100%) de las
muestras de carcinoma de células en anillo de sello.

La expresion de las proteinas mostré patron de tincion inmunoldgica y localizacion
subcelular similar a los observados en las muestras humanas. La expresion de
HO-1 se increment6 con la progresion tumoral (Figura 15M). Pélipos (p = 0,009),
adenocarcinoma (p < 0,0001) y el carcinoma de células en anillo de sello (p =
0,009) mostraron mayores tasas de expresion de la proteina HO-1 que el epitelio
histol6gicamente normal (Figura 15N).

HO-1 ha sido descrita, como una enzima microsomal; sin embargo, un nimero
creciente de trabajos (Sacca et al, 2007; Gueron et al, 2009; Gandini et al, 2012;
2014; Birrane et al, 2013; Yin et al, 2014) informaron acerca de la localizacion
nuclear de la enzima en diferentes tejidos y tipos de células y han demostrado una
asociacion de localizacion nuclear con la progresiéon de la enfermedad (Gandini et
al, 2012); coincidentemente con estos datos, el analisis de los niveles de
expresion de HO-1 también fueron mayores en los estadios mas avanzados
(mediana IRS normal = 1 vs mediana IRS polipo = 9, mediana IRS
adenocarcinoma = 9 vs mediana IRS mediana IRS normal = 9; p = 0,0001,
ANOVA, Figura 150).
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Por lo tanto, estudiamos la localizacion subcelular de HO-1 en los tejidos de este
modelo animal de CCR. Se observé tincion nuclear en 3/4 tejidos normales
(mediana + SD del porcentaje de nucleos marcados de todas las muestras
positivas: 7,3 = 2), 3/3 de los polipos (15 + 3; p = 0,035), 8/12 de las muestras de
adenocarcinoma (15 £ 5; p = 0,019) y 3/3 carcinoma en anillo de sello (25,6 £ 3; p

= 0,002), evidenciando que las tasas de localizacion nuclear de HO-1 aumentan

con la progresion de la enfermedad (p < 0,0001,test ANOVA; Figura 15P).
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Figura 15. La expresion de HO-1y la localizacion nuclear aumenta con la progresion
tumoral en un modelo de CCR animal de induccidon quimica. Tincién con hematoxilina
y eosina 10X (A - D) e inmunohistoquimica para HO-1 40X y 1000X (E - L) en tejidos no
malignos (A, E, 1), pdlipos (B, F, J), adenocarcinomas (C, G y K), tejidos de carcinoma de
células en anillo (D, H y L) obtenidos del modelo animal. Flechas rojas: muestran tincion
de HO-1 citoplasmatica y nuclear (I - L). M. Western blot mostrando la expresion de HO-1
en tejidos de pdlipos (P), adenocarcinoma (AC) y carcinoma de células en anillo (C). Se
normalizé con actina. N. Analisis de la expresion de HO-1 en epitelio no maligno (N),
polipos (P), adenocarcinoma (AC) y carcinoma de células en anillo (C); **p = 0,009; ***p <
0.0001, test de Man Whitney. O. El dot plot muestra los niveles (IRS) de HO-1 en epitelio
no maligno (N), polipos (P), adenocarcinoma (AC) y carcinoma de células en anillo (C);
***n = 0,001, ANOVA. P. Gréfico que detalla las frecuencias observadas para la expresion
nuclear de HO-1 en epitelio no tumoral (N), pdlipos (P), adenocarcinoma (AC) y carcinoma
de células en anillo (C); **p = 0,035; *p = 0.019 y **p = 0,002 comparado con el tejido no
maligno adyacente al tumor (N), test de Bonferroni.

La sobre-expresion genética de HO-1 reduce la carga tumoral y se reafirma la

localizacion nuclear en un modelo murino de CCR.
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Como se describio en el apartado anterior, se pudo detectar una inusual
localizacion nuclear de esta proteina en biopsias humanas obtenidas
quirargicamente y en un modelo animal. Al momento de realizar esta observacion
no existian muchos reportes de esta localizacion para HO-1. Ademas, esta
localizacion resultaba extrafia para una proteina microsomal cuya principal funcién
conocida hasta el momento, era la enzimatica. Por esta razén, se decidi6 estudiar
la expresion de HO-1 en otro modelo animal de carcinoma colorrectal.

Con el objetivo de confirmar la influencia que tiene la HO-1 en el desarrollo del
carcinoma colorrectal, se evalué el efecto de la sobre-expresion genética de HO-1
sobre la carga tumoral. Para este propdsito se transfectd la linea de carcinoma
colorrectal HCT116 con los plasmidos pcDNA3 y pcDNA3-HO-1. Una vez logradas
las lineas estables, se inyectaron de manera subcutanea las lineas celulares
HCT116pcDNA3 y HCT116pcDNA3-HO-1 en ratones nude de 8 semanas de vida.
A los 15 dias de inyectadas las células, momento en el cual los tumores fueron
palpables, se comenz6 a hacer un seguimiento cada 2 dias de las medidas de los
tumores y peso de los individuos hasta el dia 40, momento en el cual se procedio
a la reseccion de los mismos (Figura 16A y B). Se observo que los tumores de los
individuos inyectados con las células que sobre-expresaban HO-1 crecian
significativamente mas lento que los controles a partir del dia 29 (p < 0,05; p <
0,01 y p < 0,001, test Two Way ANOVA; Figura 16C). Luego de haberlos
removidos al dia 40, los tumores fueron medidos y pesados. La carga tumoral
disminuyo significativamente en los animales inyectados con la linea celular
HCT116pcDNA3-HO-1(Figura 16A) comparado con los ratones inyectados con la
linea células HCT116pcDNA3 (Figura 16B), mediana + SD = 0.25g + 0,14 vs
mediana = 3,13 g + 1,22; p = 0,002; Figura 16D y mediana + SD = 211.1 mm?® +
231,1 vs mediana = 4483 mm?®+ 1303; p = 0.002; test de Mann Whitney; Figura 16E.
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Figura 16. Efecto de la sobre-expresion genética de HO-1 sobre el crecimiento
tumoral en el modelo de implante subcutaneo de células HCT116pcDNA3 vy
HCT116pcDNA3-HO-1 en ratones nude. Los animales (n=6) fueron inyectados de
manera subcutanea con 3.000.000 de células HCT116pcDNA3 y HCT116pcDNA3-HO-1
tal como se describi6 en materiales y métodos. Fotografias in vivo y ex vivo de dos
tumores representativos HCT116pcDNA3-HO-1 (A) y dos tumores HCT116 pcDNA3 (B).
C. Crecimiento de los tumores a lo largo del tiempo (*p < 0,05, **p < 0,01 y ***p < 0,001,
Two Way ANOVA). D y E. Evaluacion del efecto de la sobre-expresion genética de HO-1




sobre la carga tumoral (peso y volumen). En los gréficos se representa la mediana del
volumen (D) y tamafio tumoral (E) de cada grupo. Se realiz6 el test de Mann Whitney, ** p
=0,002.

Se analizé la histologia de los tumores. Es sabido que el nimero de mitosis
aumenta en relacion directa con la velocidad de crecimiento y el tamafio tumoral
(Astudillo, 2004; Ortega et al, 2005; Gil Gonzalez et al, 2009), por ello se
determiné el indice mitético (IM) y el indice nuclear (IN) luego de una tincién con
hematoxilina y eosina, para determinar si habia diferencia entre los tumores que
sobre-expresaban HO-1 y sus controles. Los tumores HCT116pcDNA3-HO-1
(Figura 17B y D) presentaron menor cantidad de figuras mitéticas (flecha negra)
gue sus controles (Figura 17A 'y C) (mediana £ SD = 1,7 + 0,97 vs mediana = 8,25
+ 1,56 *p = 0,002; test de Mann Whitney; Figura 17E). Incluso los tumores
HCT116pcDNA3 presentaron mitosis particulares tripolares, que al observarlas
bajo MO, parecen emular el logo de Mercedes Benz (flecha roja) y multipolares,
llamadas explosivas (flecha amarilla), donde los cromosomas pierden orientacion y
polaridad y son supernumerarios. Este tipo de figuras mitéticas indica que la
mitosis no avanza normalmente y se consideran signo definitivo de malignidad. No
se detectaron diferencias significativas en el pleomorfismo nuclear, todos los

tumores presentaron un IN = 3 (Figura 17F).
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Figura 17. Efecto de la sobre-expresién genética de HO-1 sobre el indice mitético
(IM) e indice nuclear (IN) en el modelo de implante subcutaneo de células
HCT116pcDNA3 y HCT116pcDNA3-HO-1 en ratones nude. A - D. Se muestran
fotomicrografias representativas de cortes tefiidos con hematoxilina y eosina. Figuras
mitoticas en el tejido tumoral HCT116pcDNA3 10X (A), 40X (C) y en el tejido tumoral
HCT116pcDNA3-HO-1 10X (B) y 40X (D). Flecha negra: nucleos en division. Flecha roja:
mitosis atipica (Mercedes Benz). Flecha amarilla: mitosis atipica explosiva. E. El gréfico

muestra la cuantificacién de mitosis, **p = 0,002. F. No se observo diferencias en el IN.




En el analisis inmunohistoquimico se detecté expresion de HO-1 en las células
epiteliales de los tumores. Esta expresion se incrementd fuertemente en los
tumores que sobre-expresaban HO-1 (mediana IRS de tumores HCT116pcDNA3 +
SD =2 £ 1,96 vs mediana IRS HCT116pcDNA3-HO-1 + SD =9 + 1,54; p = 0,007,
test de Mann Whitney; Figura 18A). Ademas, se confirmd la localizacion nuclear
observada en los anteriores analisis, dando énfasis a su posible funcién como co-
factor transcripcional. Se observo tincion nuclear y citoplasmatica en el 100% de
los tumores de los individuos inoculados con células HCT116pcDNA-HO-1(6/6)
mientras que el 100% de los inyectados con células HCT116pcDNA3 (6/6)
presentaron s6lo marcacion citoplasmética (Figura 18B). Se muestran fotos
representativas de la expresion de HO-1 en tumores de CCR murino (Figura 19A-

F).
- * 1004 ‘
A 10 B % 3 citoplasma
8 o 80 Bl citoplasma/nicleo
°
o 6 Iv S 60
€ 4 o 40
- 1™ -
3
2 2 20+
ES

PCDNA3 pcDNA3-HO-1 PCDNA3 pCDNA3-HO-1

Figura 18. Analisis de la expresion de HO-1 en el modelo trasgénico. A. Dot-plot
mostrando los niveles (IRS) de HO-1 en tejidos tumorales de HCT116pcDNA3 vy
HCT116pcDNA3-HO-1; **p = 0,007; test de Mann Whitney. B. Grafico representando las
tasas de HO-1 citoplasmatica y citoplasmatica/nuclear en tumores murinos. Sélo los
tumores de los ejemplares inoculados con células HCT116pcDNA3-HO-1 mostraron
localizacién citoplasméatica y nuclear. Los tumores de los individuos inyectados con

células HCT116pcDNAS3 mostraron localizacion a nivel del citoplasma Gnicamente.
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Figura 19. Expresion de HO-1 en el modelo murino. Secciones de tejidos de CCR
murino fueron procesadas por IHQ como se describié en Materiales y Métodos. A, Cy E.
Fotomicrografias representativas de CCR murino HCT116pcDNAS3, 10X (A) y 40X (C) y
1000X (E). B, D y F. Fotomicrografias representativas de CCR murino HCT116pcDNA3-
HO-1, 10X (B), 40X (D) y 1000X mostrando marcacion nuclear (F).
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La localizacion nuclear de HO-1 también se observa en una linea celular de

CCR Yy en tejidos humanos

Habiendo observado la localizacion nuclear al aumentar la progresion del tumor en
los modelos animales de CCR, se analizd0 la localizacion de HO-1 por
inmunofluorescencia en la linea celular humana CCR HCT116 y por
inmunohistoquimica en tejidos humanos de CCR. La expresién de HO-1 fue
nuclear en las células HCT116 luego de la activacion con hemina (Figura 20A). En
los explantos humanos, los tejidos no malignos adyacentes al tumor positivos para
HO-1, mostraron localizacion citoplasmatica de la proteina (100%) (Figura 20B),
mientras que los tumores positivos para HO-1, el 61,8% (42/68) mostré solo
localizacion citoplasmatica y el 38,2% (26/68) mostré tanto localizacion de la
proteina citoplasmatica como nuclear (Figura 20C y D, flecha roja) (p = 0,0001;

prueba X?).

HO-1

vehiculo

hemina
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Figura 20. Localizacion nuclear de HO-1 en las células HCT116 y en biopsias
humanas. A. Células HCT116 fueron tratadas con hemina (100 uM) o vehiculo por 24 h'y
se llevo a cabo una inmunoflorescencia para HO-1. Se realizé una tincion con DAPI para
marcar los ndcleos. B. Ausencia de localizacion nuclear de HO-1 en el tejido no maligno
adyacente al tumor. C. Tincion inmunohistoquimica que muestra localizacién nuclear de
HO-1 en tumores humanos (40X). Flechas rojas: marcacion de la tincién nuclear. D.
Gréfico representando las tasas de HO-1 nuclear y citoplasmatica en tumores humanos.
61.8% de las muestras mostraron expresion citoplasmatica, mientras que el 38.2% mostro

ambas, tincién citoplasmética y nuclear (p = 0.0001, prueba Xz).

HO-1 disminuye la viabilidad de lineas de células CCR

A la proteina HO-1 se le ha asignado, principalmente, una actividad pro tumoral en
la mayoria de los canceres. Sin embargo, como ya se ha mencionado, se ha
sugerido que en cancer de prostata (Gueron et al, 2009) y en cancer colorrectal
(Becker et al, 2007) posee un papel antitumoral. Los resultados obtenidos en

biopsias de CCR humanos corroboran que la expresion de HO-1 se incrementa en
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los tumores y este evento se asocia con una mejor evolucion del paciente, lo que
sugiere una actividad antitumoral de HO-1 en CCR. Por lo tanto, con el fin de
investigar mas a fondo el papel de HO-1 en la progresion de CCR, se evaluo la
participacion de HO-1 sobre la viabilidad de la linea celular de cancer colorrectal
HCT116. Para ello, se realizdé un analisis de tiempo-respuesta para comprobar la
viabilidad celular después de la activacion de HO-1 con hemina (100 pM) y se
observd que el nimero de células disminuyd a las 96 horas de tratamiento (p <
0,001; test Two Way ANOVA,; Figura 21A). Tomando este punto de tiempo para
futuros estudios de viabilidad celular, se procedid a realizar estudios de dosis-
respuesta con hemina y con el inhibidor de la actividad de HO-1, SnPP. Se
observé una disminucion en la viabilidad de las células cuando se utilizaron dosis
de 40 pM y 100 pM de hemina ((p < 0,05; test Two Way ANOVA,; Figura 21B). Por
el contrario, un aumento en el numero de células se observé cuando las células
fueron tratadas con SnPP (10 pM) (Figura 21C).

Ademas, se midi6 la impedancia de las células HCT116 y LoVo grabado como un
indice Celular, que refleja el estado biolégico de las células, incluyendo viabilidad,
morfologia, grado de adhesion y numeros de células mediante el sistema
XCELLigence™. Se recogieron los datos mediante el xCELLigence Data que
ofrece el mismo sistema (Figura 21D). El andlisis en ambas lineas mostré que la
activacion de HO-1 resulta en una disminucién del nimero de células (p = 0,019; p
= 0,0004 respectivamente, prueba T) a las 96 horas post-tratamiento (Figura 21E y
F).
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Efectos de la modulacion farmacol6gica de HO-1 sobre la viabilidad

celular en dos lineas celulares de CCR. A. Ensayo de viabilidad de tiempo-respuesta

seguido del tratamiento con hemina o vehiculo (100 uM). El nimero de células HCT116

decrecié hacia las 96 h. B y C. Ensayo de viabilidad de dosis-respuesta mediante el
tratamiento con hemina (B) (20 uM, 40 uM o 100 pM) o SnPP (C) (2 uM, 4 uM o 10 pM)

en la linea celular HCT116. D-F.

Ensayo de Vviabilidad

celular mediante

XxCELLigence™System (D) en las lineas celulares LoVo (E) y HCT116 (F). Sobre-

expresion de HO-1 con hemina (100 uM) disminuyé el nimero de células (**p = 0,01 y

***p = 0,0004, prueba T).
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Se repitio el ensayo de viabilidad luego de transfectar en forma transitoria con el
plasmido pEGFP-HO-1 en las lineas celulares HCT116 y LoVo mediante el
sistema XCELLigence (p = 0,0017 y p = 0,0023, respectivamente; prueba T; Figura
22A, B y C) y en forma estable con el plasmido pcDNA3-HO-1 en las células
HCT116 (p < 0,0001, p < 0,001; test Two Way ANOVA, Figura 22D). Se obtuvieron
resultados similares a los conseguidos por la sobre-expresion farmacolégica de la
proteina. La eficiencia de la transfeccion se analiz6 mediante inmunofluorescencia
(50% de las células, datos no mostrados) y western blot observandose también la

expresion de p53 (Figura 22E).
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Figura 22. Efecto de sobre-expresion genética transitoria y estable de HO-1 sobre la
viabilidad celular. A - C. Ensayo de viabilidad luego de la modulacion genética de HO-1
mediante el sistema XCELLigence en las lineas celulares LoVo (B) y HCT116 (C). La
sobre-expresion de HO-1 mediante transfeccion transitoria con el plasmido pEGFP-HO-1
disminuy6 el namero de células (p = 0,0017 y p = 0,0023, prueba T) y mediante una
transfeccion estable en la linea celular HCT116 con el plasmido pcDNA3-HO-1(***p <
0,0001, ** p < 0,001, Test Two Way ANOVA) (D). E. Western blot mostrando la eficiencia

de la transfeccion estable con la expresion simultanea de p53. Se normalizé con Actina.
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Teniendo en cuenta que el supresor tumoral p53 es importante para la regulacion
de la supervivencia celular y con frecuencia se encuentra desregulado en el CCR,
se realizaron experimentos similares utilizando la linea celular HCT116 p53 -/- que
carece de la proteina p53. Curiosamente, el efecto del tratamiento con hemina y
con SnPP en la viabilidad celular fue mitigado (Figura 23A y B). Esta diferencia
observada entre las dos lineas celulares en cuanto a su respuesta a la regulacion
de HO-1 puede ser debido a la presencia de p53, que actia a través de la
regulacion de la expresion de p21, un inhibidor de quinasas dependientes de
ciclina (CDK) y regulador de la progresién del ciclo celular. Por eso, se analizo si la
activacion de HO-1 induce la expresion de p53, p21 y otras proteinas relacionadas
con la detencién del ciclo celular y viabilidad celular. Como se ve en la Figura 23C,
la modulacion con hemina produjo sobre regulacion de HO-1 en ambas lineas
celulares (con y sin p53), lo que sugiere que la expresion de HO-1 es
independiente de p53. También la regulacion de HO-1 con hemina fue
acompafiado con un aumento de la p21, p27 (Figura 23D y E) y una disminucion
de ciclina D1 (no se muestra) en las células HCT116. En cambio, en la linea de
células que carecen de p53, la sobreexpresion de HO-1 no fue acompafiado por la
sobre regulacion de p21 o p27 (Figura 23D y E). Los analisis de tiempo-respuesta
realizados con hemina revelaron que se produce la induccion de p53
simultdneamente con la induccion de HO-1 (Figura 23F). Puesto que se ha
demostrado que los moduladores HO-1 muestran efectos directos en algunos
procesos celulares no mediados por la actividad de HO-1 (La et al, 2009) se
procedié a sobre-expresar la enzima genéticamente con el fin de confirmar los
resultados obtenidos con la modulacién farmacolégica de HO-1. Se repitid el
ensayo de western blot para las misma proteinas con lisados de células HCT116
transfectadas en forma transitoria con el plasmido pEGFP-HO-1 y se observaron
los mismos resultados (Figura 23G).
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Figura 23. Efectos de la modulacion farmacoldgica de HO-1 sobre la viabilidad
celular y sobre las proteinas relacionadas con el ciclo celular en las lineas celulares
HCT116 y HCT116 p53 -/-. Ay B. Las células HCT116 p53 -/- fueron tratadas por 24 h
con hemina o vehiculo (100 uM) y SnPP o DMSO (10 uM) para medir viabilidad celular y
no se encontraron diferencias entre los tratamientos con sus respectivos controles. Los
lisados proteicos de las lineas celulares HCT116 y HCT116 p53 -/- fueron sometidos a
electroforesis y transferidos para ver expresiéon de HO-1 (C), p21 (D) y p27 (E). F. Las
células HCT116 fueron tratadas, durante los tiempos indicados, con hemina o vehiculo
(100 uM). La expresion de HO-1y p53 fue analizada por western blot. Se us6 Actina como
control de carga. G. Expresion proteica de HO-1, pEGFP, p21, p53 y p27 en lisados de
células HCT116 transfectadas en forma tranasciente con el plasmido pEGFP-HO-1 y

plasmido control. Se utiliz6 Actina como control de carga.

Dado que ambas lineas celulares HCT116 difieren principalmente en la presencia
0 ausencia de p53, se infirid que este supresor de tumor podria estar implicado en
el efecto de HO-1 en la vialidad celular. Por ello, para profundizar mas en la
implicancia de la presencia de p53 se reintrodujo el gen supresor de tumores en la
linea celular HCT116 p53 -/- mediante una transfeccion transitoria con un pladsmido
pcDNA3-p53 y luego se realizé un analisis de viabilidad celular. Se detecté que las

lineas celulares con p53 alterado no respondieron a la modulacion de HO-1 o
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mostraron un ligero aumento en la viabilidad celular con respecto al control, como
se ha observado previamente (p = 0,361; test de Mann Whitney; Figura 23A). Sin
embargo, cuando p53 se reintrodujo en las células, su viabilidad disminuy6
después del tratamiento con hemina (p =0,0047; test de Mann Whitney; Figura
23A) presentando un comportamiento similar a las células HCT116 que contienen
p53 (p = 0,0006; test de Mann Whitney; Figura 24A).

La eficiencia de la transfeccion se analizo por western blot (Figura 24B). y también
por inmunofluorescencia (no se muestra), con 10% de células HCT116 p53 -/- que
expresan la proteina p53 después de la transfeccion.

Adicionalmente se trabajo con otra linea celular, la HT29 que tiene una mutacion
en el codon 273 del gen p53. Esta mutacion altera las secuencias especifica de
p53 que son directamente responsables de la unién de ADN, permitiendo de este
modo que el ciclo celular proceda sin control (Oliver et al, 2010). Se llevé a cabo
un ensayo de viabilidad de tiempo y dosis-respuesta y se observé que el nUmero
de células se mantuvo sin cambios o0 se vio incrementado a las 48y 72 h (p =
0.01, p = 0.05; test Two Way ANOVA,; Figura 24C). Estos resultados sugieren que
un p53 funcional es necesario para que HO-1 produzca una inhibicion de la

viabilidad celular.
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Figura 24. Participacion de p53 funcional y HO-1 en la viabilidad celular. A. Ensayo
de viabilidad en la linea celular HCT116 p53 -/- transfectada con pcDNA3 o pcDNA3 p53 y
en la linea celular in HCT116 seguido de tratamiento con hemina (**p = 0.0047, ***p =
0.0006; test de Mann Whitney). B. Analisis por western blot mostrando la sobre expresién
de p53 en la linea celular HCT116 p53 -/-. C. Ensayo de viabilidad celular en la linea
HT29 que contiene p53 mutado. Andlisis de dosis (20, 40 and 100 uM) y tiempo (48, 72y
96 h)-respuesta. Tratamiento con hemina llevo a un incremento del nimero de células a
las 48 y 72 horas de tratamiento (**p = 0.01,*p = 0.05, test Two Way ANOVA).

La sobre-expresion de la HO-1 en células que tienen el gen supresor de
tumores p53 en estado salvaje produce una disminucion de la carga tumoral

en modelos murinos de CCR.

Dado que se observé in vitro, en diferentes lineas celulares, y por diferentes

meétodos que la presencia de p53 es necesaria para que HO-1 ejerza sus efectos
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antitumorales, a continuacion se comprob6 in vivo el efecto de la sobreexpresion
de HO-1 en presencia y en ausencia de p53. Como se describié en Materiales y
Métodos se utilizaron 12 ratones N:NIH (S)-Foxlnu (nude) a quienes se les
implanté en forma subcutanea, en el flanco derecho, la linea celular HCT116 y en
el flanco izquierdo se les inyecto la linea celular HCT116 p53 -/- (Figura 25Ay B).
A 6 de ellos se los trato con hemina y a 6 con vehiculo. Se hallaron diferencias
significativas en el peso tumoral y volumen tumoral de los tratados con respecto a
los controles (mediana + SD = 0.8350 g + 1,04 versus mediana + SD = 3,195 g +
2,07 respectivamente; p = 0,026 y mediana + SD = 740.6 mm3 %= 738 versus
mediana = SD = 3082 mm3 £ 2770, p = 0,0087; test de Mann Whitney; Figura
25C. y D) y se detect6 que la tasa de crecimiento de los tumores HCT116 que
fueron tratados con hemina fue significativamente menor que los tratados con
vehiculo (p < 0.01, p < 0.001; test Two Way ANOVA; Figura 25E). No se
observaron diferencias significativas en el volumen tumoral y peso tumoral entre
los tumores HCT116 p53 -/- que fueron tratados con hemina y vehiculo (mediana +
SD = 1.03 g = 1,55 versus mediana + SD = 0.93 g + 1,57, respectivamente; p =
0,317 y mediana £ SD = 758.7 mm3 * 2076 versus mediana £ SD = 765.8 mm3 *
3251, p = 1; test de Mann Whitney; Figura 25F y G), no se encontraron diferencias
en el crecimiento de los tratados y los controles (p > 0.05; test Two Way ANOVA;
Figura 25H).
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Figura 25. Efecto de la sobre-expresion de HO-1 en presencia y ausencia del gen
supresor de tumores p53 sobre el crecimiento tumoral en el modelo de implante
subcutadneo de células HCT116 y HCT116 p53 -/- en ratones nude. Evaluacion del
efecto de la sobre-expresién de HO-1 en presencia y ausencia de p53 sobre la carga
tumoral (peso y volumen). Los animales (n = 6) fueron tratados con 9 dosis (0,2 mg/kg) de

hemina o vehiculo tal como se describi6 en Materiales y Métodos. A y B. Las fotos
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muestran tumores representativos de cada tratamiento en cada linea celular in vivo y
luego de su diseccion. A. Individuo tratado con vehiculo. En su flanco izquierdo tumor
HCT116 en su flanco derecho tumor HCT116 p53 -/-. B. Individuo tratado con hemina. En
su flanco izquierdo tumor HCT116 en su flanco derecho tumor HCT116 p53 -/-. C - E.
Tumores HCT116. En los graficos se representa la mediana del peso (C), volumen
tumoral (D) (*p = 0.026, **p = 0.0087; test de Mann Whitney) y el crecimiento tumoral a los
largo de los 28 dias (E) en cada grupo de ratones (**p < 0.01, ***p < 0.001, Two Way
ANOVA). F - H. Tumores HCT116 p53 -/-. Mediana del peso (F), volumen tumoral (G) y el
crecimiento tumoral a los largo de los 28 dias (H) en cada grupo de ratones (p = 0,317, p
= 1; test de Mann Whitney, p > 0.05; Two Way ANOVA).

Como se describié previamente, la sobreexpresiéon de HO-1 en las células de la
linea celular HCT116 produjo una disminucion de la proliferacion celular, no asi en
la linea celular HCT116 p53 -/-. Se decidié 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 mitético en cortes teflidos con hematoxilina y
eosina. Congruentemente con lo observado en los experimentos realizados con
las células HCT116 y HCT116 p53 -/- en cultivo, se pudo detectar en los tumores
HCT116 tratados con hemina una disminucion significativa en el nimero de figuras
mitéticas comparando los tumores de los ratones tratados con vehiculo (mediana
+ SD = 1,75 £ 1,2 versus mediana + SD = 6,65 + 1,07 figuras mitéticas por 10
campos, respectivamente, p = 0,0022; test de Mann Whitney; Figura 26A - F), esta
diferencia no se observé en los tumores HCT116 p53 -/- (mediana = SD = 13,93 +
1,39 versus mediana =+ SD = 13,48 + 1,11 figuras mitéticas por 10 campos,
respectivamente, p = 0,87 test de Mann Whitney; Figura 27A - F) . El grado de
pleomorfismo nuclear fue alto para todos los tumores. En la mayoria de los

tumores se observan zonas de necrosis, predominantemente en la zona central.
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Figura 26. Efecto de la sobre-expresion farmacolégica de HO-1 sobre el indice
mitoético (IM) e indice nuclear (IN) en el modelo de implante subcutaneo de células
HCT116 en ratones nude. A - D. Se muestran fotomicrografias representativas de cortes
de tejido tumoral HCT116 tefidos con hematoxilina y eosina. Figuras mitéticas en tumores
tratados con vehiculo 10X (A), 40X (C) y hemina 10X (B) y 40X (D). E. El grafico muestra
la cuantificacion de mitosis, ** p = 0,0022, test de Mann Whitney. F. Todos los tumores
tuvieron un IN = 3. Flechas negras: figuras mitoticas. Flecha roja: mitosis atipica Mercedes

Benz. Flecha amarilla: mitosis atipica explosiva.
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Figura 27. Efecto de la sobre-expresion farmacologica de HO-1 sobre el indice
mitético (IM) e indice nuclear (IN) en el modelo de implante subcutaneo de células
HCT116 p53 -/- en ratones nude. A - D. Secciones de cortes de tejido tumoral HCT116
p53 -/- tefiidos con hematoxilina y eosina. Figuras mit6ticas en tumores tratados con
vehiculo 10X (A), 40X (C) y hemina 10X (B) y 40X (D). E y F. Los gréficos representan el
IM (p = 0,81, test de Mann Whitne) y el IN de cada tratamiento. Flechas negras: figuras

mitoticas. Flecha amarilla: mitosis atipica explosiva.
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El andlisis inmunohistoquimico revelé una mayor intensidad de tincion en los
tumores HCT116 tratados con hemina (Figura 28B y D) que aquellos que habian
sido tratados con vehiculo (Figura 28Ay C) (medianalRS+SD=6+1,96vs 2,5+
1,04; p = 0,0062; Figura 28G). También en estos tumores se estudio la
localizacion subcelular de HO-1. Nuevamente, se detectdé que en los tumores
tratados con hemina, la proteina se encontraba localizada en el 100% de los
tumores (6/6) en citoplasma y nucleo (Figura 28F); mientras que en aquellos
tratados con vehiculo (Figura 28E) ninguno presentd localizacion nuclear, fue

exclusivamente citoplasmatica (Figura 28H).

HCT116
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Figura 28. Caracteristicas de la expresion de HO-1 en los tejidos tumorales del
modelo subcutaneo de células HCT116. Se muestran fotos representativas de tejido
tumoral tratados con vehiculo 10X (A), 40X (C) y 1000X (E) y tratados con hemina 10X
(B), 40X (D) y 1000X (F). G. Esquema representativo del IRS, **p = 0,0062; test de Mann
Whitney. H. Se observa la cuantificacion del porcentaje citoplasmético y
citoplasmético/nuclear de HO-1 en los tumores de los ratones tratados con vehiculo y con

hemina.

De la misma manera, se evalud la expresion de HO-1 y la localizacién subcelular
en secciones consecutivas de tejido de tumores originados por células HCT116
p53 -/-. La expresion fue similar a lo visto anteriormente, los tumores tratados con
hemina (Figura 29B y D) mostraron mayor expresion de HO-1 que aquellos
tratados con vehiculo (Figura 29A y C) (mediana IRS + SD =6 + 1,96 vs 2 + 1,69,
p = 0,0062, Figura 29G). La localizacién de la enzima mostré un patrén similar a
los tumores HCT116. Cuando fueron tratados con hemina la localizacion fue
citoplasmatica y nuclear (Figura 29F) en el 100% de los casos (6/6), mientras que
los que fueron tratados con vehiculo solo se tifiieron a nivel citoplasmatico (6/6)
(Figura 29E). Este resultado refleja que, cuando HO-1 es sobre-expresada,
transloca a nudcleo independientemente de la presencia de p53, pero si requiere

del gen supresor de tumores en su estado salvaje, para disminuir la carga tumoral.
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Figura 29. Caracteristicas de la expresion de HO-1 en los tejidos tumorales del
modelo subcutaneo de células HCT116 p53 -/-. Se muestran fotos representativas de
tejido tumoral tratados con vehiculo 10X (A), 40X (C) y 1000X (E) y tratados con hemina
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10X (B), 40X (D) y 1000X (F). G. Esquema representativo del IRS, **p = 0,0062; test de
Mann Whitney. H. Se observa la cuantificacion del porcentaje citoplasmatico y
citoplasmético/nuclear de HO-1 en los tumores de los ratones tratados con vehiculo y con

hemina.

La sobreexpresion de HO-1 provoca la detencidon del ciclo celular, apoptosis
y un aumento de la actividad de caspasa-3.

Subsecuentemente se analizaron los posibles mecanismos subyacentes a los
efectos de HO-1 sobre la viabilidad celular y la disminucion de la carga tumoral.
Para ello, se estudio si la modulacion farmacolégica de HO-1 induce la detencion
del ciclo celular por tincién con IP seguida de citometria de flujo. Como se observa
en Figura 30A, el tratamiento hemina induce un arresto celular en la fase Go/G; en
la linea celular HCT116 (p = 0,004; test de Mann Whitney). No se observd
detencién en la fase Go/G; en células HCT116 p53 -/- aunque si fue inducida una
detencién en la fase Go/M (p = 0,02 Figura 30B; test de Mann Whitney). De
acuerdo a un trabajo publicado por Zambetti (1992), el gen p53 de tipo salvaje y su
producto génico, parecen regular negativamente la proliferacién celular. Este gen
es capaz de inhibir la transformacién de células primarias en cultivo debido a
oncogenes y puede suprimir la capacidad de las células transformadas de
desarrollar tumores en animales. Cuando el gen p53 en su estado salvaje se
reintroduce en las células transformadas y se expresa en exceso, el producto del
gen bloquea la de proliferacion celular, y estas células se acumulan en la fase G1
tardia del ciclo celular.

Posteriormente, se considerd si la activacion de HO-1 también podria regular la
apoptosis en las células HCT116 y para este proposito se llevdo a cabo una
marcacion con anexina V-fluoresceina isotiocianato (FITC) Como se muestra en la
Figura 30C y D, la activacion de HO-1 induce un aumento en la tincion con
anexina V en estas células (p = 0,01; test de Mann Whitney), lo que sugirié que la

modulacién de HO-1 esta implicada en la regulacion de la apoptosis.
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Dado que la de caspasa-3 desempefia un papel central en la ejecucion de la
apoptosis temprana luego de un estimulo apoptotico (Rodriguez-Hernandez et al,
2006; Scabini et al, 2001; Varghese et al, 2003; Nicholson et al, 1995,) se procedi6
a medir su actividad luego de la modulacién de HO-1. Se observo que la sobre-
expresion genética (Figura 30E) y farmacoldgica (Figura 30F) de HO-1 en las
células HCT116 produce un aumento de la actividad de caspasa-3 (**p < 0,01 y
***p <0,001; test de Mann Whitney). Con el fin de analizar mas a fondo los
mecanismos apoptoéticos inducidos por HO-1 analizamos la expresion de Bax, una
proteina pro-apoptotica que se sabe es regulada por p53 (Chipuk et al, 2004) y la
expresion de uPARP, quien en situaciénes de estrés puede conducir a la muerte
celular por activacion de p53 o consumo desmedido de ATP (Martinez et al, 2005).
Se observo un aumento en los niveles de estas proteinas en las células HCT116

cuando se indujo farmacoldgica y genéticamente la HO-1 (Figura 30G y H).
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Figura 30. HO-1 produce arresto del ciclo celular en Gy/G; y apoptosis temprana en
las células HCT116, aumenta la atividad de caspasa-3 y modula la expresiéon de la
proteina pro-apoptética Bax y de uPARP. A y B. Distribucién de las fases del ciclo
celular por determinacién del contenido de ADN llevado a cabo por citometria de flujo
usando coloracion con IP. El histograma muestra el porcentaje de células de cada linea
celular, HCT116 (A) y HCT116 p53-/- (B), localizada en cada fase del ciclo celular luego
del tratamiento con hemina o vehiculo (100 uM). Se observa arresto celular en la fase
Go/G; en aquellas células que tienen p53 salvaje (**p = 0,004) y en G,/M en aquellas
células que carecen de p53 (*p < 0,05). C y D. Deteccién de apoptosis en las células
HCT116. Las células fueron analizadas por citometria de flujo empleando coloracién de
anexina-V. Porcentaje de células en apoptosis temprana (*p = 0,01) y apoptosis tardia (p
> 0,17) luego del tratamiento con hemina (100 uM) y vehiculo. E. La actividad de caspasa-
3 aumenta un 179 % luego de la modulacion farmacolégica de HO-1 con hemina (100
uM) con respecto a la actividad medida en las células tratadas con vehiculo (100 uM) (**p
= 0,001) y se incrementa un 267 % cuando HO-1 se sobre-expresa genéticamente (**p =
0,001) (F). En todos los casos se aplico test de Mann Whitney. G. Se indujo HO-1 a las
células HCT116 de manera farmacoldgica y genéticamente y se determiné la expresion

de HO-1, Bax y uPARP. Se utiliz6 Actina como control de carga.
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La hemina no es toxica a 100 uM

La hemina es bien conocida por su efecto de aumentar la expresién y actividad de
la HO-1, pero estan muy discutidos sus efectos secundarios sobre los procesos
celulares y su toxicidad (Dang et al, 2011; Robinson et al, 2009). Para confirmar
que los efectos observados se debian efectivamente a la actividad de la enzima y

no a la droga, se realizd un ensayo de toxicidad a diferentes concentraciones de

hemina, barriendo un rango de 0 a 100 puM (Figura 31A - F).

Figura 31. Ensayo de toxicidad para la hemina. Las fotografias muestran la proporcién
de células que emiten fluorescencia como indicador de necrosis a 0 uM (A), 2 uM (B), 5
UM (C), 10 puM (C), 20 uM (D), 50 pM (E), 100 pM (F). No se encontraron diferencias con

respecto al control.

HO-1 modula importantes vias en el CCR

Una alteracién comudn en el cancer de colon es la hiperactivacion de las proteinas
Akt y PKC (la isoforma B, principalmente). Por lo tanto, se evalud el estado de

activacion de Akt y la expresion de PKC luego de la modulacion farmacolégica de
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HO-1. Habia un aumento en los niveles de PKC Bl en la linea celular parental
HCT116 cuando HO-1 era activada. A su vez, hubo una disminucion de la PKC SlI
después del tratamiento con hemina y un aumento cuando se utilizé SnPP (Figura
32A). La sobre-expresion genética de la HO-1 produjo el mismo efecto (Figura
32B) Es importante destacar que se observo un retardo en la fosforilacion de Akt
siguiente a la activacién de HO-1 en estas células (Figura 32B). Estos resultados
sugieren que las vias Akt y PKCpI estan involucradas en los efectos observados

sobre la supervivencia celular.

A B
PKCBII - .- '~ PKC Bl —_—

KB | gD - G PKC BI ——
Ating  — - — Actina | D W—
PEGFP PEGFPHO-1
DMSO SnPP  V H
p-AKT - —

Actind | quesemme s TR Saeee S

) H VvV H V_H V' H V_H
0.15h 0.30hs 1h 3hs 6hs

Figura 32. HO-1 modula la fosforilaciéon de AKT y la expresion de PKC B’s. A. Las
células HCT116 fueron tratadas por 24 h con vehiculo o hemina (100 uM), DMSO o SnPP
(10 uM). PKC Bl aumenta con el tratamiento con hemina mientras que PKC B Il se
incrementa con el tratamiento SnPP y disminuye con hemina. B. Aumento de la expresion
de PKC Bl y disminucion de la expresion de PKC Bl luego de la sobre-expresion genética
de HO-1 con el plasmido pEGFP-HO-1. C. Las células HCT116 fueron sometidas a un
pre-tratmiento de 6 h con vehiculo o hemina; luego fueron mantenidas por 16 h en medio
libre de suero y subsecuentemente tratadas por 15 min, 30 min, 1 h , 3 hy 6 h con

vehiculo o hemina (100 uM) en medio con suero. Se analizd la expresion de Akt
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forsforilado por western blot. Los resultados fueron normalizados con Actina. Los

resultados se normalizaron con Actina.

HO-1 modula la migracion celular de la linea celular HCT116.

Para evaluar la capacidad migratoria de las células después de la modulacion de
HO-1, se llevo a cabo un ensayo de la herida. Monocapas confluentes de células
HCT116pcDNA3 y HCT116pcDNA3-HO-1, HCT116 p53 -/- y HCT116 tratadas con
hemina/SnPP fueron sometidas a un herida. El cierre de la herida se monitoreo
cada 4 durante 24 h como se describié previamente. Las células HCT116pcDNA3
y HCT116 tratadas con vehiculo migraron cubriendo casi completamente la herida
a las 24 h (area descubierta de la herida 34,8% y 54,87% respectivamente),
mientras que en células que presentaban sobre-expresion de HO-1, ya sea en
forma genética o farmacoldgica, un area significativa de la herida (81,84 y 82,94%)
se mantuvo descubierta en el mismo periodo (Figura 33A y B). La inhibicion de la
HO-1 con SnPP produjo resultados opuestos, es decir, la herida cerr6 mas rapido
con SnPP que las células tratadas con vehiculo (44,82% vs 72,58%) (Figura 33C).
Estos resultados sugieren que HO-1 estd implicada en la modulacion de la
capacidad migratoria celular. Este efecto en la activacion de HO-1 no se vio
cuando se tratd a las células HCT116 p53 -/- con hemina (37,08 % vs 26,25%)
sugiriendo que el gen supresor de tumores también estaria implicado en la

migracion celular (Figura 33D).
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Figura 33. HO-1 modula la migracién de las células HCT116. Monocapas confluentes
de células HCT116pcDNA3, HCT116pcDNA3-HO-1, HCT116 y HCT116p53 -/- tratadas
con vehiculo, hemina, DMSO o SnPP fueron sometidas al ensayo de la herida. La herida
fue monitoreada cada 4 horas, se midi6 y cuantifico el area descubierta a diferentes
intervalos de tiempo y se analizd con el programa ImageJ 1.37v. Las células HCT116
tratadas con hemina (A) presentaron una migracién celular menor que sus controles,
comportamiento que se repitid en las estimuladas genéticamente (B), mientras que al
inhibir la actividad de la enzima con SnPP incrementa la movilidad celular (C). D. No se
observo diferencias significativas entre tratamientos con hemina y control en las células
HCT116p53 -/- . *p < 0,05; *p < 0,01 y **p < 0,001; Two Way ANOVA.

HO-1 modula la invasion celular de la linea celular HCT116 vy
HCT116pcDNA3-HO-1.

Teniendo en cuenta que la sobreexpresiéon de HO-1 reduce la migracion en la
lineas celulares HCT116 y HCT116pcDNA-HO-1, que su inhibicion acelera este

proceso y sabiendo que el proceso de metastasis requiere tanto de un incremento
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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
modulacién de HO-1 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 describié en Materiales y Métodos. El poder invasivo de
la linea celular HCT116pcDNA3-HO-1 fue significativamente menor que el de la
linea HCT116pcDNA3 (Figura 34A, media y SD respectivos = 28,95 + 13,95 vs
129,2 + 9,23, ***p < 0,0001). El tratamiento con hemina redujo significativamente
la capacidad invasiva de las células de la linea HCT116 en comparaciéon con su
control (35.17 + 14,85 vs 138 * 26,9; ***p < 0.0001; Figura 34B) mientras que
cuando se inhibe la actividad de la enzima con SnPP, la capacidad invasiva se ve
incrementada (115,2 £ 20,70 vs 127,9 £ 19,10; p = 0,0127; Figura 34C). El efecto
inhibitorio de la HO-1 no se evidencio en las células HCT116 p53 -/- al tratarlas
con hemina (media y SD del control = 136,6 + 10,10; media y SD del tratamiento =
129,4 £ 18.42; p = 0,0622; Figura 34D).
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Figura 34. Ensayo de invasion celular en células HCT116pcDNA3, HCT116pcDNAS3-
HO-1, HCT116 y HCT116 p53 -/-. La invasion de las células fue cuantificada utilizando

insertos recubiertos con Matrigel en las camaras de cultivo. Las células se sembraron en

las camaras superiores de los insertos en presencia de los respectivos tratamientos en el

caso que correspondia, vehiculo/DMSO (control) o de hemina/SnPP (100 y 10 uM, 16
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h).Aquellas células que atravesaron el Matrigel y migraron a la cara inferior del inserto se
contaron por MO. La figura muestra fotos representativas del ensayo mostrando las
células que atravesaron los insertos y cuantificacion de las células en la cara inferior del
inserto de Matrigel. Los resultados representan la media de diez campos + SD. Se utilizd
la prueba T en cada caso. A. HCT116pcDNA3 y HCT116pcDNA3-HO-1, ***p < 0,0001. B.
HCT116 tratadas con vehiculo y hemina, ***p < 0,0001. C. HCT116 tratadas con DMSO y
SnPP, p =0.0127. D. HCT116 p53 -/- tratadas con vehiculo y hemina, p = 0.0622.

Los pacientes con alta expresion de HO-1y p53 salvaje tienen una sobrevida
global alta

Los resultados hasta aqui presentados han sido obtenidos en lineas celulares y en
modelos animales. Como es sabido, estos modelos experimentales, a pesar de
ser validos, pueden presentar diferencias con los tumores desarrollados en el
contexto de los tejidos del cuerpo humano. Por esta razon, se procuré validar los
resultados obtenidos estudiando la importancia de la HO-1 y el estado mutacional
de p53 en CCR humano. Con este objetivo se evalué la correlaciéon entre la HO-1
y el estado mutacional de p53 con la sobrevida global de 290 pacientes con CCR.
Las muestras humanas fueron obtenidas del data-set de TCGA. Se generaron
cuatro grupos segun la expresion de HO-1 y el estado mutacional de p53: HO-1-
alta/p53wt, HO-1-baja/p53wt, HO-1l-alta/p53mut y HO-1-baja/p53mut. Aquellos
pacientes con alta HO-1 y p53 tipo salvaje presentaron una SG mayor que los
pacientes de los otros tres grupo (p = 0.27). Seria interesante profundizar este
analisis con un seguimiento mas riguroso de los pacientes y aumentando el
namero de muestras para confirmar la tendencia observada. Estos resultados son
coincidentes con lo evidenciado en las lineas celulares y modelos animales,
confirmando que la presencia de p53 esta involucrada en la actividad antitumoral

de la HO-1 y esta interaccién prolonga la sobrevida de los pacientes (Figura 35).
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Figura 35. Curva de supervivencia de Kaplan Meier. Pacientes con HO-1-alta/p53wt en

sus tumores presentan un mayor tiempo de supervivencia global (SG) que los pacientes
con niveles bajos de HO-1 o con p53 alterado (N = 290; p = 0,27; Log Rank Test).
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DISCUSION Y CONCLUSION

En carcinoma colorrectal, la principal causa de muerte es la extension tumoral
hacia otros oOrganos a pesar que el desarrollo de diferentes estrategias
terapéuticas ha avanzado considerablemente. El estadio tumoral y el grado
histolégico son los indicadores prondsticos mas comunmente utilizados hoy en
dia, pero no siempre logran predecir con certeza el curso que tomaran los tumores
malignos ni su comportamiento biolégico. EI comportamiento de los tumores en
estadios prematuros puede no diferir al de aquellos en estadios avanzados.
Incluso entre pacientes con estadios tardios, hay quienes sucumben a la
enfermedad mas rapidamente que otros. Por lo tanto, es necesario caracterizar
nuevos marcadores que pronostiquen la agresividad tumoral y sean utilizables
como blancos terapéuticos, que resulten en una mayor sobrevida de los pacientes
con CCR.

Son necesarias al menos siete alteraciones genéticas para que se desarrolle el
CCR a través de la secuencia adenoma-carcinoma (Fearon y Volgelstein, 1990),
dentro de las cuales, es de particular importancia, como se ha demostrado en el
presente trabajo, la mutacion o pérdida de funcién del gen p53 en el cromosoma
17. Estas alteraciones genéticas podrian influir en el comportamiento de otras
moléculas, como en el caso de HO-1, quien a su vez induce y/o suprime la
expresion de determinadas moléculas. Ademas se produce un cambio en el patrén
de expresion de la misma a medida que la secuencia va progresando, lo cual le

confiere a estas células un fenotipo bioldgico particular.

Shi y colaboradores (1984) sugirieron que la mucosa normal adyacente al tumor
seria una area pre-neoplasica. Esta mucosa, a diferencia del tejido normal, podria
ser una zona en donde se reflejan las alteraciones histoquimicas y morfologicas

que estan ocurriendo en el carcinoma (Riddell y Levin, 1977).

Han y colaboradores (2009) explican esta diferencia, mediante alteraciones
genéticas que ocurren en los distintos tejidos durante el desarrollo de la

enfermedad. Segun este reporte, la mucosa cancerosa es diferente de la mucosa
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normal, difieren en aproximadamente el 20% de los genes (769/3944, 363 de ellos
sobre- y 406 sub-expresados). Las diferencias entre la mucosa normal y mucosa
peri-cancerosa ubicada a 5 cm del carcinoma son relativamente pequefias (5,8%,
250/3944, 46 sobre- y 184 sub-expresados). Sin embargo, habria que considerar a
esta zona como diferente al tejido normal. Los genes expresados diferencialmente
se asociaron con varios tipos funcionales que incluyen genes relacionados con el
tumor, genes que regulan la proliferacion celular y la apoptosis, genes de control
transcripcional, y genes asociados a la construccion y degradacion de la matriz
extracelular. Las células ubicadas en esta zona, también tienen diferentes
longitudes de telébmeros comparados con los hallados en la mucosa normal
(Rampazzo et al, 2010). Estos hallazgos reforzarian el concepto de que la mucosa
normal adyacente al carcinoma tendria caracteristicas histolégicas compartidas
entre el tejido normal y el tejido tumoral. Teniendo en cuenta estas teorias y dado
que, en el presente trabajo las comparaciones fueron hechas entre tejido tumoral y
tejido histolégicamente normal adyacente al tumor, las diferencias aqui
encontradas podrian diferir respecto las diferencias existentes entre el carcinoma y

el tejido normal.

Se ha intentado realizar un estudio integral de la influencia de la HO-1 en el
carcinoma colorrectal. Para ello, se ha trabajado en los tres sistemas
experimentales habitualmente utilizados en los estudios de biologia del cancer. Se
ha investigado el rol de la HO-1 realizando experimentos con lineas celulares

derivadas de CCR humanos, con modelos animales y con biopsias humanas.

Se ha demostrado que HO-1 esta sobre-expresada en el epitelio tumoral de
biopsias invasivas de CCR en comparacion con su tejido adyacente no maligno.
Estos resultados, estdn de acuerdo con los obtenidos por nuestro grupo en
carcinoma de células escamosas (Gandini et al, 2012), glioma (Gandini et al,
2014) y cancer de pulmon de células no pequefias (Degese et al, 2012), donde se
encontré que la HO-1 aumentaba junto con la progresion del tumor. Dado que la
induccion de HO-1 es un proceso de defensa celular fundamental contra el estrés

oxidativo y otras agresiones ambientales, su aumento en las células tumorales
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puede proporcionar la primera linea de defensa celular contra estas injurias. Esto
podria explicar el aumento de la expresion de HO-1 observado en gran variedad
de tumores. La sobre expresion de HO-1, también ha sido demostrada en
linfosarcoma (Schacter y Kurz, 1982), carcinoma de prostata (Sacca et al, 2007),
tumores cerebrales (Deininger et al, 2000; Hara et al, 1996), carcinoma renal
(Goodman et al, 1997), hepatoma (Doi et al, 1999), melanoma (Torisu-Itakura et
al, 2000), sarcoma de Kaposi (McAllister et al, 2004) cancer de pancreas (Berberat

et al, 2005) y en leucemia mieloide crénica (Mayerhofer et al, 2004).

Respecto al CCR humano, un informe anterior mostré tincion apical en las criptas
del epitelio normal del colon y mayores tasas de expresion en CCR que en las
muestras adenoma de colon (Becker et al, 2007) similar a lo presentado en este
trabajo. Dos reportes recientes, también mostraron altos niveles de expresion en
los tumores (Kang et al, 2012; Yin et al, 2014), pero contrariamente a estos
resultados, Yin y colaboradores informaron una tincion menor en los tumores
pobremente diferenciados. Hasta la fecha, no hay informes que hayan seguido con
el estudio de la expresion de HO-1 en CCR humanos. En cambio, si hay varios
estudios que tratan acerca de la funcién de HO-1 en la fisiologia intestinal normal y
en enfermedades intestinales inflamatorias. Curiosamente, la expresion de HO-1
estd por lo general aumentada en la inflamacidén y lesiones gastrointestinales
(Barton et al, 2003), procesos asociados con la progresion del cancer; esta
regulacidon se muestra en Ulceras gastricas (Guo et al, 2002), colitis (Wang et al,
2001), enteritis por radiaciéon (Giris et al, 2006) enfermedad inflamatoria del
intestino (Paul et al, 2005) tanto en pacientes como en modelos animales. Se ha
demostrado que esta regulacion de HO-1 desempefian un papel en la proteccion
de la inflamacion y en la lesién por estrés oxidativo en el tracto gastrointestinal
(Zhu et al, 2010), un papel que pueden inhibir la progresion del tumor CCR y/o
puede mejorar la evolucién del paciente. De acuerdo con esto, también se ha
demostrado aqui, la expresion de HO-1 en los tumores se asocia con un aumento
de la supervivencia global de los pacientes que padecen CCR. Estos resultados
estan de acuerdo con estudios previos de expresiéon de HO-1 en CCR, donde fue

encontrada una correlacion entre la positividad de HO-1 y una mejor supervivencia
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a largo plazo (Becker et al, 2007). Sin embargo, estos hallazgos son opuestos a
los encontrados por Seo y colaboradores (2015) quienes plantean que HO-1
aumenta la progresion tumoral y la metastasis de las células de CCR mediante la
inhibicion de la inmunidad antitumoral. Este rol protumoral fue encontrado en la
mayoria de los tipos de tumores analizados (Was et al, 2010; Chau, 2015). Las
excepciones a este papel protumoral de HO-1 han sido detallados por los
resultados de Becker y colaboradores en CCR y por las observaciones de los
carcinomas de células escamosas lengua (Yanagawa et al, 2005), tumores
mamarios (Hill et al, 2005 y observaciones no publicadas de este laboratorio) y en

cancer de préstata (Gueron et al, 2009; Elguero et al, 2012; Ferrando et al, 2013).

Cabe destacar, que al analizar los tumores, se detectaron amplias zonas de
necrosis. La hipoxia y la alcalinizacion intracelular encontradas habitualmente en
los tumores sélidos podrian inducir un aumento de la expresion de CEA. Un
analisis de la secuencia promotora de este antigeno informé que presenta un sitio
de union para el factor de transcripcion HIF-1 (factor de hipoxia inducible tipo 1) el
cual, en condiciones de hipoxia, se uniria al promotor del CEA aumentando la
expresion del mismo (Spruessel et al, 2004; Kokkonen et al, 2007; Lee et al,
2011). Adicionalmente, existen reportes que describen observaciones donde las
células que expresan la molécula de adhesion celular tipo 1 relacionada con CEA
(CEACAM1) tienen la propiedad de estimular la proliferacién, la quimiotaxis y la
formacién de tubos similares a los capilares de la microvasculatura humana; el
aumento de la expresion de esta molécula podria estar dada por VEGF (Kim et al,
1999; Erglin et al, 2000; Chen et al, 2006). La unién a su receptor (CEA-R) llevaria
a la produccion de citoquinas y al aumento de la expresion de moléculas de
adhesion endotelial, tales como el FNT-a, lo que finalmente facilitaria la
supervivencia de la metastasis. Es interesante recordar que se detectd una
correlacion positiva entre alta expresion de la enzima y niveles sanguineos pre-

operatorios de CEA normales.

Otro parametro histopatolégico, con el cual se asociaron altos niveles de la

enzima, fue el estado no mutado de K-ras. La familia de los genes ras (H-ras, N-
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ras y K-ras) es uno de los grupos de oncogenes alterados con mayor frecuencia
en las neoplasias humanas. El oncogén K-ras se localiza en el cromosoma 12 y
participa en sefalizacion de las vias PISK/PTEN/AKT y RAF/MEK/ERKY (Levidou
et al, 2012). Makrodouli y colabordores (2011) comentan en su publicacion que las
proteinas codificadas por estos genes constituyen una estructura proteica de 21Kd
(p21) que actia en la via de transduccibn de sefiales de crecimiento y
diferenciacion celular. La mutacion de este gen, es el evento genético mas
comunmente observado en el desarrollo de tumores (pulmoén 30%, colon 40%,
pancreas 80%, tiroides 55%) (Jancik et, 2010). En el cancer colorrectal se ha
encontrado mutacion del gen K-ras entre 30 y 50% de los casos (Neumann et al,
2009; Knijn et al, 2011) y se vio que su estado de mutacion era determinante para
la respuesta de algunas terapias monoclonales, siendo de gran utilidad clinica.
Ciertos estudios han demostrado que algunos tipos especificos de mutacién de K-
ras tienen relacion con la sobrevida (Winder et al, 2009; Imamura et al 2012).
Estos estudios justificarian la correlacion positiva evidenciada entre la alta
expresion de HO-1 y un fenotipo salvaje de K-ras, que resulta en un mejor

prondstico y esperanza de vida.

Con el fin de demostrar que HO-1 aumenta con la progresion tumoral, también se
evaluo su expresion en un modelo animal de carcinogénesis quimica en rata y en
un modelo murino de CCR donde se implantaron células que presentaban la HO-1
sobreexpresada en forma estable. Se observé una sobreregulacién de HO-1 asi
como un aumento en la incidencia de localizacién nuclear durante la progresiéon
del tumor. Se pudo detectar una disminuciéon del volumen en aquellos tumores que
sobreexpresaban HO-1. La evaluacion del indice nuclear (IN), es decir del tamafio
y la forma de los nucleos, y del indice mitético (IM), por ende el porcentaje de las
células tumorales que estan en proceso de multiplicarse, ofrece la posibilidad de
evaluar el nivel de diseminacion tumoral. Los tumores con un IM e IN bajo crecen
y se diseminan mas lentamente que los canceres con un IN e IM alto. Este hecho,
se pudo comprobar en el modelo animal murino, donde se observé que los
tumores que tenian alta expresion de HO-1 y localizacion nuclear presentaban
menor cantidad de figuras mitéticas. No hubo diferencias en el IN, que fue elevado
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para todos los tumores. Este Ultimo indice ha sido ampliamente estudiado en
varias localizaciones tumorales tales como mama (Yang et al, 2001), vejiga
(Konety et al, 2000) y rifion (Ficarra at al, 2001) pero en el caso del CCR la

bibliografia es escasa.

La expresion nuclear también se observo en muestras humanas. Estos resultados
son concordantes con las observaciones de Yin y colaboradores (2014), donde se
observdé un aumento de HO-1 nuclear en etapas avanzadas del tumor. La
localizacion nuclear también se informé por nuestro grupo en muestras humanas y
en un modelo animal de carcinoma de células escamosas (Gandini et al, 2012) en
adicion a informes previos que demuestran un aumento de la tincidon nuclear de
HO-1 cuando displasias epiteliales orales progresan de moderada a grave (Lee et
al, 2008). Asimismo, se obtuvieron resultados similares en el cancer de proéstata,
donde se observd que la expresion nuclear de HO-1 era inferior en los tejidos
adyacentes no malignos que en los de carcinoma de proéstata (Sacca et al, 2007).
Ademas, en apoyo al rol de la HO-1 en la progresion tumoral cuando se encuentra
en ndcleo, un informe reciente demostré que el humo del cigarrillo induce la
translocaciéon nuclear de HO-1, y esto promueve la localizacion vascular y la
secrecion de factor de crecimiento endotelial, lo que favorece la progresion del
tumor de proéstata (Birrane et al, 2013). Aunque esta novedosa localizacion nuclear
de HO-1 ha sido demostrada en algunos tejidos, la importancia de su rol no ha
sido completamente dilucidada. En este sentido, se postuldé que la forma nuclear
de HO-1 puede incrementar la expresion de genes que promueven la
citoproteccion contra el estrés oxidativo (Lin et al, 2007). Hay pruebas que
demuestran que la localizacion nuclear de HO-1 podria tener un rol fisiolégico
independientemente de su actividad enziméatica. Por ejemplo, la transfeccion de
genes que promueven la actividad de HO-1 en células mutantes que carecen de
esta proteina protege a las células contra el estrés oxidativo (Busserolles et al,
2006). Debido a que la estructura HO-1 no muestra sitios de union al ADN parece
que esta proteina no es un tipico factor de transcripcion (Lin et al, 2007). Sin

embargo, la HO-1 actia como una proteina coreguladora transcripcional capaz de
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modular factores de transcripcion, justificando su localizacion para este

comportamiento.

Como ya se ha dicho, la mayor parte de la literatura muestra un papel protumoral
de HO-1 (Banerjee et al, 2012) con algunas excepciones ya mencionadas. Desde
que se observd, en este trabajo de tesis, una asociacion de la HO-1 con los
tiempos de supervivencia mas largos de los pacientes, se planted la hipotesis que

la expresion de la HO-1, en células de CCR, podria inhibir la supervivencia celular.

Con el objetivo de demostrar esta hipotesis, se comenzo6 a trabajar con cultivos
celulares, donde la actividad de la HO-1 fue inhibida con SnPP e inducida con la
droga hemina. La hemina es un reconocido inductor de la expresion y actividad de
la HO-1 (Shibahara et al, 1979). Se realizO un ensayo de toxicidad de las
concentraciones y las condiciones bajo las cuales eran realizados los
experimentos, para confirmar que los resultados observados se debian a la
sobreexpresién de la enzima y no a efectos secundarios de la hemina. En
paralelo, se reproducian todos los ensayos modulando la enzima genéticamente
mediante transfeccion transitoria del plasmido pEGFP-HO-1; ademas, se genero la
linea HCT116pcDNA3-HO-1, por transfeccion estable del plasmido pcDNA3-HO-1,
para confirmar que la expresién de HO-1, es per se, responsable de la modulacién
de los procesos celulares observados. De esta manera, se demostrd, en dos
lineas celulares, que la activacion de HO-1 disminuye la supervivencia celular a
través de la detencion del ciclo celular. Es importante destacar que, la proteina
supresora de tumores p53 es necesaria para estos efectos, ya que la reducciéon de
la supervivencia celular, por parte de HO-1, se ve bloqueada en la linea celular
HCT116 que carece de p53 y en la linea HT29, en la cual p53 se encuentra
mutado, efecto que se revierte cuando se reintroduce el gen p53. La misma
observacion fue hecha por Zambetti (1992). En su trabajo, sugiere una posible
funcién de la proteina p53 de tipo salvaje como un transactivador transcripcional
de genes especificos. En principio, la secuencia primaria de la proteina se
asemeja a algunos factores de transcripcion. Tiene un dominio acido amino-

terminal, cuyos primeros 75 aminoacidos, que se unen a un dominio de union al
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ADN, promueven positivamente la expresion de genes en levaduras y mamiferos.
El dominio carboxi-terminal de la proteina p53 es bastante basico. La proteina de
tipo salvaje se une al ADN, mientras que las formas mutantes de la proteina p53
se unen menos o0 bien no se unen en absoluto a secuencias de ADN no
especificos. Recientemente, se ha demostrado que las proteinas p53 de tipo
salvaje se unen al ADN respetando una secuencia especifica. En un estudio, una
secuencia con motivo TGCCT (N)s.12, TGCCT se detectd como un importante
elemento de reconocimiento del ADN (Kern et al 1991b). En un segundo estudio
de un dominio rico en GC cerca del origen de replicacion del ADN de SV40 fue
identificado como una secuencia especifica de ADN reconocida por la proteina
p53 de tipo salvaje (Bargonetti et al, 1991). Estas dos secuencias de nucleétidos
no tienen extensa homologia o similitudes facilmente reconocibles. lacopetta
(2003) complementa esta informacion en su reporte, donde comenta que la
frecuencia de mutacion de p53 en CCR se estima en un 45% (1186/2659).
Informacién suministrada por la base de datos UMD-p53 sobre 1517 mutaciones
de p53 indica que el 80% son transiciones de GC a AT predominantemente en los
dinucleédtidos CpG. Estas mutaciones se cree que surgen por procesos enddégenos
relacionados con la desaminacion de 5-metilcitosina. Las mutaciones en cinco
codones hotspot (175, 245, 248, 273, y 282) representan aproximadamente 43%
de todas las mutaciones de p53 en CCR y tres de estos codones (175, 248 y 273)

contienen dinucleodtidos CpG.

Los resultados obtenidos en cultivo, fueron confirmados in vivo. En los modelos
murinos trasplantados con células HCT116 y HCT116 p53 -/-, utilizados en esta
tesis, se ha demostrado que la hemina induce la sobreexpresion de HO-1 y
produce una translocacion de la enzima a nucleo en ambos modelos animales, tal
como se vio en los modelos animales anteriores; sin embargo, HO-1 sélo
disminuye la carga tumoral en aquellos tumores donde p53 se encuentra en
estado salvaje, resultando también en un fenotipo menos agresivo. Estos
resultados son coincidentes con el analisis observado en el trabajo publicado por
Rosas Marroquin y Torres (1999), quienes al determinar la presencia de proteina

p53 mutada en pacientes con cancer colorrectal, y correlacionarla con el tamafio
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del tumor y grado de infiltracion, hallaron que los resultados eran directamente
proporcionales empezando de un 25% en Dukes A hasta 100% de mutacion en
Dukes D, afirmando que existe dependencia entre la presencia de la proteina p53
mutada y el tamafio promedio del tumor. Asimismo, el 100% de los casos cancer
de colon sumamente invasivos (Dukes D) expresaron la proteina p53 mutada, los
carcinomas Dukes B y Dukes C expresaron positividad ambos en un 56% y en
carcinomas poco invasivos (Dukes A) solamente expresan el 25%. Nos podemos
dar cuenta segun estos resultados, que a mayor agresividad mayor expresion de

proteina p53 mutada.

Al estudiar los mecanismos por los cuales la accion conjunta de HO-1 y p53 en
estado salvaje podrian estar disminuyendo la carga tumoral in vivo, se observo
que ademas de disminuir la proliferacion, también estimulaba la apoptosis y la
actividad de las caspasas-3. En oposicion a estos resultados, estudios previos de
otros laboratorios mostraron una actividad anti-apoptética de HO-1 en la linea
celular Caco-2, que posee p53 mutado (Busserolles et al, 2006); o bien que la
actividad de HO-1 es independiente del estado mutacional del gen supresor de
tumores en CCR (Liu et al, 2004).

Cabe destacar que al efectuar el analisis de supervivencia de humanos en funcion
de la expresion de HO-1 y el estatus mutacional de p53, los resultados obtenidos
fueron los esperados en base a los descriptos anteriormente en las lineas
celulares y los modelos animales, donde se observo que la sobreexpresion de HO-
1 produce efectos antitumorales cuando p53 se encuentra en estado salvaje. Se
observé una tendencia clara, altos niveles de HO-1 y la presencia conjunta de p53,
en estado salvaje, producen un aumento de la sobrevida de los pacientes con
respecto a aquellos que presentaban p53 mutado y/o bajos niveles de HO-1. Estas
observaciones son coincidentes con estudios realizados en CCR que sugieren que
el conocimiento del estado de p53 de un paciente, tanto con respecto a la
presencia de mutaciones puntuales y a la naturaleza especifica de la lesion, puede
ser necesaria para predecir con precision tanto el curso de la enfermedad como la

respuesta de la enfermedad luego de la intervencion quirdrgica, especialmente las
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terapias basadas en la induccion de la apoptosis en la célula neoplasica (Goh et
al, 1995). Molina-Vila y colaboradores (2014) también observaron que mutaciones
sin interrupciones de p53 se asocian con una menor supervivencia en pacientes
con cancer de pulmon de células no pequefias avanzado. lacopetta (2003) publicé
un informe que resume 25 estudios en CCR donde se buscoé la existencia de una
asociacion de un p53 mutado con la supervivencia de pacientes, 14 de ellos
encontraron una asociacién con una peor supervivencia, 8 no encontraron ninguna
asociacion, y 3 hallaron una asociacion con un mejor resultado. Varios aspectos
deben ser considerados en la interpretacion de estos resultados. La primera se
refiere al poder estadistico del tamafio muestral de los estudios para la deteccién
de una diferencia entre los grupos de pacientes con p53 mutado y tipo salvaje.
Segun lacopetta, se requiere un N=800 con el fin de detectar una diferencia del
10% en la supervivencia. Se debe tener en cuenta también, la localizacién del
tumor, el estadio de la enfermedad. No menos importante es el estilo de mutacion,
debido a las diferentes especificidades antigénicas, los diversos anticuerpos p53
utilizados también podria identificar subgrupos tumorales con diferente prondéstico.
Existe alguna evidencia de que las diferentes mutaciones de p53 estan asociados
con diferentes propiedades clinicas incluyendo el prondstico y la respuesta a la

terapia, aunque aun se requieren mas estudios para establecer esto.

Los carcinomas se caracterizan, en principio, por aumento en la proliferaciéon de
células epiteliales. La aparicion subsecuente de invasividad ocurre al inicio de la
etapa final del proceso que finalmente lleva a la diseminacién metastasica (Jaggi
et al, 2005). Dado que se comprobd la influencia de los efectos de HO-1 y p53 en
su estado salvaje en los procesos mas tempranos del desarrollo tumoral, se
prosiguio con el estudio de los efectos de invasividad y migracion de la HO-1. Se
comprobd que al sobreexpresarla de manera genética y farmacoldgica, las células
tumorales que presentaban p53 wild type, perdian poder invasivo y migratorio.
Dicho efecto se vio abolido por la ausencia de p53 y por la inhibicion de la
actividad de la enzima con SnPP. Estudios preliminares, no mostrados, sugieren
gue estaria implicada la metalopreasa-9. Esta gelatinasa esta comprometida con
la metastasis y la angiogénesis en el CCR (Tutton et al, 2003). En relacion a esto,
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hay evidencia que indica que HO-1 reduce los niveles de la metaloproteasa-9
(Gueron et al, 2009). También resultados aun no publicados por este laboratorio y
observaciones de Lin y colaboradores (2008) en cancer de mama son
coincidentes con lo aqui detectado. No obstante, en vejiga (Miyata et al, 2014) y

glioma (Lu et al, 2012) se detectd que la HO-1 estimula estos procesos.

En conjunto, estos resultados apoyan la hipétesis de HO-1 disminuye la viabilidad
en CCR a través de la regulacion de p53 de tipo salvaje. El gen supresor de tumor
p53 esta mutado en mas del 50% de los tumores humanos y desempefia un papel
importante en la respuesta al estrés genotoxico e hipoxia. Las respuestas
contradictorias acerca del efecto de la activacion de HO-1 observadas en
diferentes células tumorales podrian explicarse por el diferente estado de p53. Sin
embargo, la relacién entre la HO-1 y p53 todavia no esta claro; hay algunos
informes que muestran que p53 induce HO-1, y otros que demuestran que HO-1
esta corriente arriba de p53 en la cadena de sefalizacion. Por ejemplo, en los
organos linfoides de ratones irradiados con rayos se demostré que HO-1 era un
gen blanco directo de p53 (Meiller et al, 2007). También se demostré un papel de
p53 en la promocion de la supervivencia celular a través de la activacion de HO-1
(Nam y Sabapathy, 2011). Por otro lado, Lee y colaboradores (2008) han
demostrado que la actividad de HO-1 esta implicada en la regulacion de la
expresion de p53 en una linea de células epitelial del pigmentario de la retina
humana y Kim y colaboradores (2014) observaron que HO-1 es necesaria para la
regulacion de p53 inducida por 15d-PGJ2 en células de cancer de mama. Es
importante destacar que, en células no pequefias de carcinoma de pulmoén, la HO-
1 sobre-expreso p53 y esto fue acompafiado por una reduccion en la proliferacion,
migracion y potencial angiogénico (Skrzypek et al, 2013). Se deben realizar
investigaciones adicionales con el fin de establecer a p53 de tipo salvaje como el

responsable de efectos que produce HO-1 sobre la supervivencia celular en CCR.

Parte de los efectos observados cuando se activa HO-1 pueden ser secundarios a
la modulacion de las vias de Akt y PKC B. El papel de la PKC 8 es controvercial y

varia en diferentes lineas celulares. De acuerdo con los resultados obtenidos por
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Choi y colaboradores (1990) PKC Bl se asocia con tumorigenicidad reducida en
cancer colorrectal, mientras que la activacion de PKC, isoforma BlI, juega un papel
directo en el aumento de la proliferacion de células de este tipo de cancer (Sauma
et al, 1996). El papel de la via de Akt en el CCR esta bien estudiado y modula
tanto la supervivencia celular como los procesos de migracion (Agarwal et al,
2013).

En resumen, estos resultados sugieren que HO-1 juega un rol destacado en la
sefializacion celular, en la regulaciéon de la viabilidad, de la migracion e invasion,
disminuyendo estos procesos en CCR, a pesar de su actividad citoprotectora y
antiapoptotica en tejido normal. Se aporté pruebas sobre la sobre-expresion de
HO-1 en CCR. Este aumento de la regulacién se asocia con un aumento en el
tiempo de sobrevida global de los pacientes. Se pudo demostrar la localizacion
nuclear y su asociacion con p53, posiblemente desarrollando un rol como co-factor
transcripcional ademas del ya conocido rol enzimético protagonizado en el
citoplasma; no obstante es necesario realizar mas estudios para comprender
mejor qué capacidades tiene la molécula en este nuevo sitio. Cabe resaltar la
importancia y reproducibilidad de este estudio, al recopilar resultados obtenidos
con modelos celulares, animales y muestras humanas teniendo en cuenta que la
regulacion de la expresion de HO-1 es diferente segun el entorno celular. En
conjunto, estos resultados apuntan a un papel anti-tumoral de HO-1 mediado por
p53 de tipo salvaje en CCR.

Finalmente, esta tesis pretendié aportar pruebas y conocimiento de los eventos
moleculares (Figura 36) asociados al CCR y de esta manera poder aumentar el
desarrollo de biomarcadores que pudiesen resultar en mejores estrategias para la

prevencion de la enfermedad.
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Figura 36. Esquema resumen de los mecanismos moleculares que subyacen a la
accion de HO-1. El aumento de los niveles proteicos de HO-1 disminuye la viabilidad
celular, entendiendose como tal a las alteraciones en el nimero de células de una
poblacion celular. Este efecto es logrado tanto por regulacion del ciclo celular (a través de
una arresto celular en la fase sub Gy/G; del ciclo células, como consecuencia de un
aumento en los niveles de expresion de p53, p21 y p27, ademas de la disminucién de los
niveles de la ciclina D) como por induccién de apoptosis temprana, debido a un aumento
de la actividad de caspasa-3 y aumento en los niveles de las proteinas por-apoptéticas
Bax y uPARP. Paralelamente se ven moduladas las vias de Akt y PKCB. Ademas, su
aumento de expresion disminuye los procesos de migracion e invasion. Cabe resaltar la
importancia de un p53 wild type, para que estos efectos anti-tumorales de HO-1, ocurran

con éxito.
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