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RESUMEN

La Hemoxigenasa-1 (HO-1) es una enzima microsomal que cataliza la degradacion del grupo hemo y a
su vez se puede translocar a multiples compartimentos subcelulares. Nuestro laboratorio, entre otros,
demostr6 que HO-1 regula multiples procesos relacionados a la progresion tumoral tales como:
proliferacién/apoptosis, migracion, invasién, metéstasis y la transicion epitelio-mesénquima. Se ha
demostrado que la actividad y expresion de esta enzima es modulada por el tratamiento con hemina. El
objetivo de este trabajo fue estudiar las modificaciones que ocurren en el proteoma de una linea celular
de carcinoma mamario, luego del tratamiento de la misma con el potente inductor de HO-1 conocido
como hemina, utilizando para ellos la técnica de espectroscopia de masas (EM). Los datos obtenidos a
partir de esta técnica y su posterior analisis bioinformatico mostraron que, de las 7292 proteinas
detectadas, 1033 fueron moduladas luego del tratamiento con hemina. Observamos que 595 proteinas
estaban incrementadas, incluyendo a HO-1, y 353 habian disminuido en el grupo tratado con hemina
respecto a los controles. El analisis de datos de EM mostré que el tratamiento con hemina regula
proteinas del citoesqueleto, incluyendo a factores activadores de la familia de Rho GTPasas y proteinas
involucradas en las vias de sefializacion del cancer. Ademas, las enzimas del metabolismo lipidico,
proteinas relacionadas al metabolismo del hierro y de la biogénesis ribosomal fueron también moduladas
luego del tratamiento. Muchos de los anélisis in-silico fueron corroborados mediante ensayos
bioquimicos. Estos resultados muestran los efectos fisiolégicos maltiples que la modulacion

farmacoldgica de HO-1 posee en una linea celular de carcinoma mamario.



ABSTRACT

Hemeoxygenase-1 (HO-1) is a microsomal enzyme that catalyzes the degradation of the heme group
and it can be translocated to multiple subcellular compartments. Our laboratory, among others, has
shown that HO-1 regulates several processes related to cancer progression such as:
proliferation/apoptosis, migration, invasion, metastasis and the epithelial-mesenchymal transition. It has
been reported that Hemin treatment increased HO-1 activity and expression. The aim of this work was
to study the protein expression modification due to hemin treatment, a potent HO-1 expression driver,
in a breast cancer cell line. This proteome analysis was perform using Mass Spectrometry (MS) technic.
MS-data analysis showed that 1033 from 7292 proteins detected were modulated after hemin treatment.
We observed that 595 proteins were increased, including HO-1 and 353 proteins were decreased in the
group treated with hemin respect to their controls. Interestingly the MS-data analysis showed that hemin
treatment regulates cytoskeletal proteins, including Rho-family GTPases activators and signal
transduction cancer related proteins. In addition, lipid metabolism enzymes, heme- and iron- related
protein expression and ribosome biogenesis related proteins were also modulated. We further
corroborated by biochemical studies some of the in-silico analysis. These results show the multiple

physiological effects that pharmacological modulation of HO-1 has in a breast cancer cell line.
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INTRODUCCION

En los Gltimos afios, el aumento de proyectos de investigacion orientados al estudio de los genomas de
forma sistematica ha dado lugar a la aparicion de nuevas tecnologias a gran escala que, en el caso de las
proteinas, se denomina Protedmica. El término proteoma surge en 1994 para definir todas las proteinas
que son expresadas por el genoma de una célula. EI proteoma de un organismo es altamente dindmico,
ya que sus componentes varian dependiendo del tejido, célula o compartimiento celular y estos, a su
vez, pueden cambiar debido a alteraciones en el ambiente como situaciones de estrés, accion de
farmacos, requerimientos energéticos o su estado fisioloégico (normal o patolégico). La posibilidad de
identificar proteinas en forma global, surge gracias a la modernizacién de la espectrometria de masas
(EM). Esta técnica permite obtener y analizar gran cantidad de informacion reduciendo el tiempo
necesario para determinar ciertas cascadas de sefializacion o de activacion, tanto en células como en
tejidos®. El andlisis protedmico requiere del uso de programas bioinformaticos para poder manejar la
gran cantidad de datos obtenidos y realizar un andlisis estadistico de los mismos. Estos programas
utilizan algoritmos que seleccionan las caracteristicas y utilizan diferentes tipos de validacion cruzada

para evaluar la fidelidad de los resultados.

Mediante estas técnicas modernas hemos podido analizar algunas de las proteinas que son moduladas,
luego de tratar a células de una linea de carcinoma mamario con hemina. La hemina (CssHs.CIFeN4O4)
es un compuesto farmacoldgico que resulta de la union de la protoporfirina IX con un &tomo de hierro
en su forma férrica. Se ha reportado que este compuesto posee un efecto antitumoral potente en cancer

de prostata, inhibiendo la formacion de vasos sanguineos y estimulando la respuesta inmune®.

A su vez, se ha descripto que la hemina induce la expresion y actividad de hemoxigenasa-1 (HO-1), por

lo que es muy utilizada en el estudio de la activacion de HO-1 en células normales y tumorales*®,

Rol enzimatico de Hemoxigenasa

La Hemoxigenasa (HO) es una enzima microsomal que cataliza la primera etapa limitante en la
degradacion del grupo hemo. Méas exactamente cataliza la oxidacion de uno de los carbonos que une dos
de los cuatro pirroles en el anillo protoporfirinico (Fe-protoporfirina IX), el meso carbono a, llevando a
la formacion de cantidades equimoleculares de mondéxido de carbono (CO), biliverdina y hierro libre,

desempefiando un importante rol en el reciclado de este Gltimo ion®® 1112 13,14,

Existen dos isoformas de HO conocidas como hemoxigenasa-1 (HO-1) y hemoxigenasa-2 (HO-2)
(Figura 1), producto de dos genes diferentes*>'®. HO-1 es una proteina de 32-kDa de expresion inducible.
Su expresion es elevada en bazo e higado, aunque también puede ser detectada en muchos otros tejidos*.
La isoforma 2, es una proteina de 36-kDa expresada en forma constitutiva en niveles altos en cerebro y

en menores cantidades en testiculos, endotelio, segmentos distales del nefron, higado y en el plexo
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mesentérico intestinal™'’. Esta isoforma esta codificada por dos transcriptos diferentes de un mismo
gen, los cuales difieren en el uso de dos sefiales diferentes de poliadenilacion®®,

Figura 1: (A) Isoforma 1 de Hemoxigenasa. (B) Isoforma 2 de la enzima. Tomado del RCSB Protein Data Bank

(www.rcsh.org, 1N45).

También se ha postulado la existencia de una tercera isoforma, HO-3, de 33-kDa muy similar a HO-2"°.
Sin embargo, HO-3 ha sido encontrada solo en rata y su presencia se ha demostrado solo a nivel de

ARNmM. Actualmente se considera que se trata de un pseudogen derivado del transcripto para HO-2%.

La HO-1 es altamente inducible en respuesta a numerosos estimulos, generalmente relacionados al estrés
celular y oxidativo, incluyendo su propio sustrato, shock térmico, especies reactivas de oxigeno (ROS),
oxido nitrico (NO), radiacion UV, citoquinas inflamatorias, prostaglandinas, etanol y metales pesados.
También puede ser inducida por hipoxia, pero este efecto parece ser dependiente en forma especifica

del tejido y la especie®>?* %,

En relacion al Gltimo punto es importante destacar que la hipoxia es un proceso frecuente durante el
desarrollo tumoral. Se ha reportado que posiblemente el gen HO-1 es activado por un niamero de
estimulos méas grande que cualquier otro gen*?. Esta vasta cantidad de factores activa la expresion de la
enzima a través de numerosas vias de sefializacién que finalizan, actuando sobre maltiples elementos de
respuesta ubicados dentro del promotor del gen que la codifica. La regulacion estricta de la enzima,
sumado al hecho de la expresion de la misma en érganos no relacionados con el reciclaje metabélico del
hierro y a su alta conservacion entre especies muy diversas, sugiere fuertemente que HO-1 cumple
funciones mas amplias e importantes que la degradacion del grupo hemo, ya destacable en si misma.
Seguramente el rol de proteccion de las células contra el estrés inflamatorio y oxidativo debe contarse

entre estas funciones.

HO-1 en cancer




Se ha encontrado evidencia que relaciona a HO-1 con el cancer a diferencia de HO-2 para la cual esa

evidencia es sumamente escasa?’?°,

La tumorigénesis es un proceso que estd todavia lejos de ser completamente comprendido. Las
investigaciones en el area de la biologia del cancer estan descubriendo que la formacién de un tumor
maligno es el resultado de la acumulacién clonal de células que presentan un conjunto de alteraciones
genéticas y epigenéticas en los componentes moleculares de los circuitos que regulan su
comportamiento normal. Estas alteraciones han sido clasificadas en lo que puede llamarse la “hipotesis
de las capacidades adquiridas®®3!. Dicha hipdtesis postula que las alteraciones de los circuitos
reguladores promueven, en las células normales, la adquisicion de ocho “capacidades” y dos
“caracteristicas facilitadoras”, necesarias para transformarse en células cancerosas y completar la
progresion tumoral. Las ocho capacidades son: activacion anormal y permanente de sefiales
proliferativas, evasion de sefiales supresoras del crecimiento y de la proliferacion celular, evasion de la
apoptosis, adquisicion de inmortalidad replicativa, induccion de angiogénesis, reprogramacion del
metabolismo energético, evasion de la respuesta inmune y activacion de los mecanismos de invasion y
metastasis. Las dos capacidades facilitadoras son: la inestabilidad genética, la cual provee la diversidad
genética que acelera la adquisicion de las ocho capacidades anteriores, y la inflamacién que actda como

un importante promotor que facilita el surgimiento de las mismas (Figura 2).

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

Reprogramacion
del Metabolismo
Energético

Evasién del
Sistema Inmune

Resistenciaa la

Inmortalizacién
Muerte Celular

Inestabilidad Inflamacién
Gendémicay Promotora del
Mutacién Tumor

Activacién de la
Invasién y
Metastasis

Induccién de la
Angiogénesis

Figura 2: Capacidades y caracteristicas facilitadoras necesarias para desarrollar un cncer. Tomado y adaptado de
Hanahan y Weinberg, 20113,

El cAncer de mama es el de mayor incidencia, mortalidad y prevalencia entre las mujeres a nivel mundial
(IARC, GLOBOCAN 2018, https://www.uicc.org/new-global-cancer-data-globocan-2018). En
Argentina, es la primera causa de muerte por tumores en mujeres. Se producen 5.600 muertes por afio

por esta enfermedad y se estima que se produciran mas de 19.000 nuevos casos por afio, lo cual
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representa el 16,8% del total de incidencia de céancer en Argentina. Ademas, es el cancer de mayor
incidencia en mujeres, con una tasa de 71 casos por cada 100.000 mujeres (IARC, GLOBOCAN 2018).

Se ha demostrado que varios carcindgenos que afectan a la glandula mamaria producen ROS (especies
reactivas de oxigeno) y que el estrés oxidativo en células de este 6rgano estimula la proliferacion celular
y aumenta la resistencia a la apoptosis®**3. En coincidencia, se ha considerado que un desbalance de
enzimas antioxidantes contribuye considerablemente a la carcinogénesis mamaria y se ha reportado que
moléculas antioxidantes tienen efectos antiproliferativos y proapoptéticos en células humanas derivadas
de cancer de mama®*. A pesar de estos importantes resultados y del conocido efecto antioxidante de

HO-1, actualmente existen escasos estudios sobre la relacion entre esta enzima y el cancer de mama.

En este contexto es interesante investigar la importancia de HO-1 en este carcinoma en particular, ya
que si bien se ha descripto que la enzima HO-1 tiene efectos especificos dependiendo del tipo celular
tanto en tejidos normales como en tumores malignos, en la mayoria de las formas de cancer investigadas
la enzima ha demostrado tener un efecto promotor del desarrollo y la progresion tumoral®. Por el
contrario, en el cancer de mama, si bien se han realizado pocos trabajos previos, la conclusion general
que se extrae de los mismos, es que en este carcinoma la enzima tiene un rol inhibidor del desarrollo y

de la progresion tumoral®*®=’,

Por otra parte, se ha notificado una fuerte expresion nuclear de la enzima HO-1 en varios tipos de cancer,
como en cancer de prostata y en carcinoma mamario, siendo este Ultimo reportado recientemente por
nuestro laboratorio donde se observa un rol antagdnico de la proteina, de acuerdo al compartimiento
celular donde se encuentre®®®. Los mecanismos a través de los cuales HO-1 estaria relacionada con el

cancer y su rol nuclear en relacion a esta enfermedad estan lejos de ser dilucidados.

A su vez, se ha reportado, en lineas celulares y en tumores subcutaneos de raton, que la localizacién

nuclear de HO-1 se produce luego del tratamiento de las células con hemina®®%,

Ademas, se ha descripto que la translocacion de HO-1 al nucleo requiere la escision de una porcién de
la proteina en el extremo carboxilo terminal, lo que permite que se libere de las membranas en las que
se encuentra anclada. En este clivaje estan involucradas proteinas como calpainas y catepsinas.
Consecuentemente, existirian dos formas de la proteina, la nativa de 32-kDa y la truncada de
aproximadamente 28-kDa. La forma completa se encontraria mayormente en la membrana microsomal,
en tanto la forma truncada migraria al nicleo*®3-1, Se ha sugerido que HO-1 no ejerceria su funcion
enzimatica en el nicleo, ya que cuando la proteina se encuentra en este compartimiento los niveles de
hierro y bilirrubina no aumentan®. Las células sometidas a hipoxia, luego de tratarlas con hemina,
muestran un aumento de la forma truncada de HO-1%. Hasta el momento su funcién dentro del ncleo

no ha sido dilucidada, aunque se ha postulado que podria actuar como un cofactor transcripcional®’.

Antecedentes previos de nuestro laboratorio, han demostrado mediante ensayos realizados con biopsias

humanas, lineas celulares y modelos animales, que la enzima HO-1 tendria un rol inhibidor en la
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evolucion de la enfermedad. Se ha observado que el aumento de HO-1 en la linea celular LM3 de
carcinoma mamario murino, disminuye la supervivencia celular debido posiblemente a un efecto pro-
apoptético de la enzima, tal como indica el aumento de células en la fase sub GO/G1 del ciclo celular®.
El tamafio tumoral en ratones singeneicos disminuye luego de la inyeccion de hemina al tumor,
sugiriendo que HO-1 produce una disminucion del desarrollo tumoral. En cuanto al estudio de la
expresion de la enzima en muestras humanas y su correlacién con datos clinicos e histopatoldgicos, se
ha reportado una correlacion positiva entre el aumento de la expresion de HO-1 en los tumores y el
aumento de la sobrevida global de los pacientes®. Asimismo, luego de la modulacién con hemina de la
enzima, se observa una disminucién tanto en la migracion como en la invasion de las células LM3,

siendo estos resultados coincidentes con los reportados por Lin y colaboradores®.

En los procesos de adhesion, migracion e invasion tumoral se encuentran involucradas tanto proteinas
relacionadas con la adhesion celular como la integrinas y proteinas que regulan la dindmica del

citoesqueleto.

Senalizacion desde la matriz extracelular

Las células pueden unirse a la matriz extracelular (MEC) utilizando receptores especificos denominados
integrinas, los cuales conectan proteinas de la MEC como coldgeno, fibronectina, vitronectina, etc. al
citoesqueleto de actina*. Las integrinas pueden reclutar casi 900 proteinas para conformar estructuras
denominadas adhesiones focales que son esenciales para la sefializacién intracelular. Durante la
formacién de las adhesiones focales se reclutan varias proteinas estructurales y reguladoras para la

formacion del complejo, como talinas, vinculina y quinasas entre otras®.

La conexion entre la MEC, las integrinas y el citoesqueleto es altamente dindmico, lo que permite a las

células adoptar rapidamente su forma caracteristica e iniciar la migracion*.

Diversos procesos biolégicos dependen de la habilidad de las células para reconocer la rigidez de la
MEC. Por ejemplo, cuando la migracion celular depende de la rigidez de la MEC se denomina durotaxis
y se ha observado que células tumorales prefieren migrar de matrices laxas a matrices mas rigidas,

creando adhesiones focales mas fuertes con mejor sefializacion®.

La remodelacion del citoesqueleto de actina depende de la actividad de las pequefias Rho-GTPasas. Las
GTPasas pequefias tienen un rol crucial en multiples procesos biolégicos, desde la morfogénesis,
polaridad, migracion, desarrollo neuronal, divisién celular, adhesion, dindmica del citoesqueleto hasta

procesos patolégicos como el cancer*®*’.

Dentro de la superfamilia de las GTPasas pequefias RAS, se encuentra la familia de Rho-GTPasas
compuesta en humanos por 20 miembros, los cuales se pueden dividir por su similitud y funcién. Los
grupos més estudiados son RhoA, Racl y Cdc42, asi como los que carecen de actividad GTPasa. Existe

al menos un reporte que demuestra que el aumento de RhoA en el sarcoma de Kaposi, aumenta la
11



supervivencia celular y los niveles de proliferacion y a su vez, promueve la expresion de los niveles de
HO-1%,

La actinomiosina es un complejo contractil compuesto por actina y miosina que media la propagacion
celular y la adhesion a la MEC, generalmente a través de la formacion de haces prominentes de actina
fibrilar, las llamadas fibras de estrés. Estas estructuras finalizan en la cara interna de la membrana en
ciertas areas de contacto conocidas como adhesiones focales para formar una conexion entre la MEC y
el citoesqueleto®™. Como se describi6 previamente las adhesiones focales son sitios de agrupacion de
integrinas transmembrana que consisten en muchas proteinas estructurales y de sefializacion®®. Durante
la formacion de las adhesiones focales se reclutan varias proteinas estructurales y reguladoras para la
formacion del complejo, como vinculina, zyxina, talinas, y proteinas con dominio LIM®. La vimentina

ha sido reconocida como un jugador clave en la adhesion celular®.

Se ha descripto que las GTPasas pequefias contribuyen con la mayoria de los pasos en la iniciacion del
cancer y su progresion, incluyendo proliferacion ilimitada, supervivencia, evasion de la apoptosis,
invasion y metastasis. Se conoce que durante la invasion ameboidea o mesenquimal, los cambios de
activacion de las distintas GTPasas son determinantes®*, Las GTPasas alternan entre un estado activo,
unido a GTP a un estado inactivo unido a GDP, estando la unién a GTP promovida por Rho-GEFs
(factores intercambiadores de Guanina) que activan las GTPasas, incrementando la tasa de liberacion
del nuclettido unido y por lo tanto facilitando el intercambio de GDP por GTP. La hidrolisis es
catalizada por Rho-GAPs (proteinas activadoras de GTPasas). La mayor parte de estas GTPasas se

encuentran en estado inactivo unidas a su inhibidor Rho-GDI en el citoplasma y solo un pequefio

porcentaje se encuentra activo y se localizan mayormente en la membrana celular® (Figura 3).

12



Ligandos extracelulares

5-HT, glutamato, LPA, NTs, moléculas de ECM, NCAM, L1, efrinas,
semaforinas

GDF

(GTPasa

P.
: Efectores
(WASP, PAK, ROCK)

Citoesqueleto

Figura 3: Mecanismo de activacién de las GTPasas pequefias, su activacion por los factores intercambiadores de
guanina (GEFS) y su inactivacion por las proteinas activadoras de GTPasas (GAPs) a través de la hidrdlisis de
GTP a GDP. Tomado y adaptado de Ponimaskin, 2007%.

La familia de proteinas GAPs, son fundamentales para controlar la activacion de las GTPasas y se han
visto formas mutadas en diversos tipos de tumores, asi como involucradas en el proceso metastasico.
Los GEFs pueden sufrir modificaciones transcripcionales o cambios en su localizacion sub-celular que
regulan su actividad. Cualquier cambio dentro de este control tan minucioso en la activacion de GEFs y
GAPs puede derivar en respuestas patolégicas. Estudios recientes han demostrado que un aumento de

la expresion de GEF-H1 correlaciona con un aumento en la progresion tumoral®”>°,

Los resultados preliminares de la Dra. Cold, realizados en el Max Planck de Alemania, demuestran por
primera vez que GEF-H1 puede ser activado por integrinas y es dependiente de la clase aV/p3.
Asimismo, GEF-H1 se encuentra mayormente expresado en células de carcinoma mamario invasivas y

en biopsias de cancer de mama humanas.

Dependiendo del tipo celular y la sefializacion desde la matriz extracelular en el momento que una célula
es capaz de desprenderse del tumor, migrar e invadir para iniciar el proceso de la metastasis, ocurren
distintos cambios de expresion y localizacion de proteinas, que inducen una remodelacion completa de
esta célula. Trabajos previos realizados por la Dra. Col6, han descripto que los cambios en la expresion
de integrinas y de las proteinas que forman parte de las adhesiones focales, estan directamente

relacionados a los cambios en migracion e invasion celular durante la metastasis tumoral®
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El Citoesqueleto celular, su rol en la migracién celular y en el cancer

La metastasis es la principal causa de las muertes que ocurren por cancer. Esta se produce como
resultado de la migracion de las células tumorales del tumor primario hacia regiones distantes de otros
organos del cuerpo y tal como mencionamos anteriormente, esta es una de las capacidades adquiridas
para el desarrollo del cancer (activacion de la invasion y metastasis)®*®. La capacidad de moverse hacia
otros sitios requiere de la reorganizacion del citoesqueleto® . Los tres filamentos que lo componen son
los filamentos de actina, los filamentos intermedios y los microtibulos. En conjunto le otorgan a la
célula su forma y estructura y ademas, son muy importantes en diversas funciones celulares como son
la endocitosis, division celular, el movimiento vesicular y el movimiento celular. Se conoce que HO-1
modula varios genes relacionados con la locomocion y motilidad celular, especialmente aquellos
involucrados en la adhesion a la matriz extracelular. En relacion a esto, se ha visto que el aumento de la
expresion de HO-1 en células de carcinoma prostatico aumenta la adhesion célula a célula y disminuye
las estructuras celulares que le permiten migrar, mostrando un fenotipo mas adhesivo y menos

invasivo®” ¢,

Ademas de la abundante literatura sobre la participacion del citoesqueleto de actina en la migracion,
invasion y metastasis de las células tumorales, existe evidencia creciente que destaca el sistema de
microtdbulos en estos procesos. De hecho, una serie de vias de sefializacion como la via Rho-GTPasa
es comun tanto para los microtibulos como para los filamentos de actina, en términos de la regulacion
del movimiento celular y otros eventos celulares. En efecto, aunque a menudo se estudian
independientemente, estos dos sistemas citoesqueléticos estan regulados de forma coordinada. Se ha
descrito gque un activador de las RhoGTPasas, GEF-H1, se encuentra unido a microtdbulos y a su vez
regula el citoesqueleto de actina a través de la GTPasa RhoA®. De esta manera, GEF-H1 se encuentra
asociado a la migracion celular, modificando el citoesqueleto de actina y estabilizando el citoesqueleto

de tubulina, procesos importantes en la metéstasis celular™ "2

Rol de la HO-1 en el metabolismo del hierro

Se ha descripto que la hemina, a través de un aumento de los niveles de HO-1 y la consecuente
degradacion del grupo hemo, podria estar participando en el metabolismo del hierro2. El metabolismo
del hierro podria ser un vinculo entre la hemoxigenasa y el cancer de mama, ya que la interrupcién de
la homeostasis del hierro en células de cancer de mama ha sido reportada por varios autores’®’. El
regulador clave del ciclo del hierro se llama hepcidina, quien induce la internalizacion y degradacion de
la ferroportina a fin de regular el almacenamiento de hierro y su absorcion duodenal ™. En las células
duodenales, otra proteina vinculada con el hierro es el transportador de metales divalentes 1 (DMT1).

DMT1 es una proteina transmembrana importadora de hierro que se ha identificado en los tejidos donde
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se produce una mayor absorcion de hierro, incluidas las células duodenales y hepaticas’. En células de
cancer de mama, Jiang y colaboradores han identificado el ARNm de DMT1”. Sin embargo, la
expresion proteica y la localizacion subcelular de DMT1 en el cAncer de mama no se han aclarado de
manera concluyente. Otro transportador de iones metélicos transmembrana es la proteina 14 similar a
ZRT-IRE (ZIP14). En las células HEK 293H, ZIP14 est4 involucrado en la absorcion de hierro, tanto
del unido a transferrina, como del no unido a transferrina™. La relacion entre la expresion de ZIP14 y el
cancer ha sido descrita recientemente por Zhao y colaboradores en células HepG2; quienes reportaron
que la expresion de ZIP14 esta regulada por el supresor tumoral p53°,

El control del metabolismo del hierro es muy relevante para la fisiologia celular, dado que es un
micronutriente esencial, necesario para casi todas las células vivas™. Es requerido por un gran niimero
de enzimas hemo y no hemo, que tienen funciones fundamentales en el transporte de oxigeno y la
fosforilacion oxidativa’™. Ademas, el hierro es un cofactor de la ribonucledtido reductasa, enzima clave
para la sintesis de ADN. Por lo tanto, el hierro est4 directamente asociado con la proliferacion celular.
Sin embargo, el hierro también es potencialmente tdxico porque, en condiciones aerébicas, cataliza la
formacion de ROS a través de la reaccion quimica de Fenton®®, Por lo tanto, cuando el hierro esta en
exceso, la proteina ferritina lo almacena, como un mecanismo de proteccion contra el estrés oxidativo
en varias células®’. Aunque en el cancer de mama se ha descripto la interrupcion de la homeostasis del
hierro y el papel de HO-1 como una proteina pro-apoptética y antiproliferativa, la relacién funcional
entre la hemina, HO-1 y el ciclo del hierro no se ha aclarado completamente”™ ¢, Ademas, el papel del
hierro tanto en la progresion tumoral como en la muerte celular no se ha determinado claramente en el
cancer de mama. De hecho, algunos autores han descrito que el aumento de los niveles de hierro
intracelular puede promover la proliferacion, mientras que otros han descripto que el hierro puede
promover la muerte celular’’82, Por lo tanto, el estudio del papel de las proteinas claves de hierro en
el cancer de mama y su relacién con la funcién HO-1, ayudara a comprender mejor los mecanismos

moleculares responsables de la regulacion anormal del hierro en las células de cancer de mama.

Rol de la HO-1 en el metabolismo de los lipidos

En los sistemas bioldgicos, las disrupciones en la homeostasis redox son causadas por la acumulacion
de especies oxidantes, ya sea por sobreproduccién de las mismas o por fallas en los sistemas encargados
de reducirlas. El exceso de estos agentes puede oxidar el ADN, las proteinas y los lipidos alterando la
estructura, actividad y propiedades fisicas de una célula u organismo. Cada vez mas se centra la atencion
en el papel de los hidroperoxidos lipidicos como mediadores criticos de estos sucesos®. Como
compuestos altamente reactivos, los perdxidos lipidicos también son capaces de propagar mas

generacion de ROS®.

Debido a su reactividad y capacidad de generar segundos mensajeros, los peréxidos lipidicos han sido
reconocidos como un factor critico en la progresion y regulacion de la inflamacion®®. Cabe destacar
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que la inflamacion es promotora de la tumorigénesis, una de las capacidades anteriormente descriptas
para generar un tumor®*®3, Trabajos recientes han identificado a la peroxidacion lipidica como la
principal causa de la ferroptosis, un tipo de muerte celular no apoptética dependiente del hierro, la cual
se caracteriza por la acumulacion de peroxidos lipidicos. La ferroptosis puede ser suprimida por
antioxidantes lipofilicos y quelantes del hierro, pero no es afectada por inhibidores de la apoptosis 0

necrosis®’,

Para protegerse del estrés oxidativo inducido por ROS, la célula viva ha desarrollado una amplia bateria
de sistemas de defensa que incluyen los antioxidantes enzimaticos (por ejemplo, superéxido dismutasa,
catalasa, peroxidasas y hemoxigenasa) y los antioxidantes reguladores de redox no enzimaticos (por
ejemplo, glutation y vitamina C)®. Es sabido que un aumento de la peroxidacion lipidica genera un

aumento de la expresion de HO-1%.

Por otro lado, hay trabajos que demuestran que ciertos fosfolipidos bioactivos como esfingosina-1-
fosfato (S1P) y ceramida-1-fosfato (C1P) presentan un rol en mecanismos como migracién e invasion

celular en células de leucemia cuando la expresion de HO-1 se encuentra disminuida®.
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MATERIALES Y METODOS

La implementacién de nuevas técnicas bioinformaticas y de protedmica nos ayudan a dilucidar
rapidamente distintas cascadas de sefializacion, luego de estimular con hemina a células de carcinoma
mamario murino. A partir de los resultados obtenidos hemos analizado algunas de las rutas involucradas

utilizando ensayos bioquimicos, a fin de corroborar la validez del andlisis bioinformatico.

Estudios en biopsias humanas

Con el objeto de reforzar los estudios realizados por protedmica, se realizaron estudios
inmunohistoquimicos a partir de muestras tumorales provenientes de secciones histologicas de biopsias
humanas. Estas muestras de biopsias, realizadas con fines de diagndstico, pertenecen al banco de
tumores del Laboratorio de Biologia del Cancer y provienen de varios hospitales de la ciudad de Bahia
Blanca, cuyos comités de ética y de investigacion y docencia han aprobado los protocolos
correspondientes. Parte del material de este banco de tumores consiste de cortes histoldgicos (5 um)
realizados a partir de los tacos de parafina conteniendo los tejidos provenientes de las biopsias, que son
usualmente conservados en los servicios de patologia de estos hospitales. De este banco se utilizaron
para el presente estudio, 58 biopsias de carcinoma mamario. Una seccion de cada muestra fue tefiida
con hematoxilina y eosina y el diagndstico inicial fue confirmado por un patélogo. Ademas, se evalud
la calidad de los cortes, prestandose atencion tanto a la fijacién adecuada del material como a la
presencia de zonas con lesion representativa. Las mismas fueron diagnosticadas como carcinomas
ductales o ductolobulillares. Las pacientes a las que se les realizaron las biopsias de las cuales se
obtuvieron estas muestras, no recibieron tratamiento previo a la realizacidn de las mismas. Se disponian
de los siguientes datos clinicos patologicos: edad, tamafio del tumor, metastasis axilar, estado hormonal,

status, grado histologico y receptores hormonales.
INMUNOHISTOQUIMICA:

Para realizar la técnica de inmunohistoquimica, se cortaron secciones de 5 um, se desparafinaron con
xileno y se rehidrataron con etanol de graduacion decreciente (100%, 96% y 70%). La actividad de
peroxidasa enddgena se blogued incubando por 15 min con H.O; al 3% en alcohol 96°. Luego se
realizaron tres lavados con PBS 1X y se bloquearon los sitios inespecificos con albimina sérica bovina
(BSA) al 2% en PBS 1X por 30 min a temperatura ambiente. Con el fin de estudiar la expresion de las
proteinas HO-1 y GEF-H1, las muestras fueron incubadas con el anticuerpo policlonal de conejo HO-1
(SPA-896 Assay Designs Streessgen) y con el anticuerpo policlonal de conejo GEF-H1 (Abcam 155785)
durante toda la noche a 4°C en cAmara himeda (dilucion 1/75 en BSA 2% para HO-1 y 1/500 en BSA
2% para GEF-H1, PBS 1X). Para el caso particular de GEF-H1 se realiz6 recuperacion de epitopes con
buffer EDTA pH 9.0 a 95°C durante 5 minutos. Posteriormente a la incubacién con el anticuerpo

primario se realizaron tres lavados en PBS 1X, y luego se incubd con un anticuerpo secundario
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biotinilado anti 1gG de conejo (Vector Laboratories) por 30 min a temperatura ambiente. Luego de esta
incubacion se realizaron tres lavados con PBS 1X. A continuacion, se incub6 con el reactivo estrepto-
avidina conjugada con peroxidasa (VectaStain AB) por 30 min. Por ultimo, empleando 3,3"-
diaminobencidina (DAB) (Sigma) como sustrato de la reaccion de la inmunoperoxidasa, se visualizaron
los antigenos de interés. Esto se debe a la formacion de un precipitado marrén en el sitio de unién del
antigeno con el sistema de anticuerpos. Posteriormente se realizd la coloracion de contraste con
hematoxilina seguin Harris y se deshidrat6 a través de una serie de alcoholes de graduacion creciente y
xileno como intermediario del medio de montaje. Finalmente, los cortes fueron montados con Permount
(Fisher Scientific) para su estudio bajo microscopio. En cada ensayo de inmunohistoquimica se
procesaron controles negativos y positivos. Para el caso de los controles negativos se reemplazo el
anticuerpo primario por una inmunoglobulina del mismo isotipo. Para el caso de los controles positivos
se realiz6 una IHQ para GEF-H1 en una seccion de amigdala y para el caso de HO-1 se emplearon cortes

de bazo.

Evaluacién de la inmunomarcacion y analisis estadisticos

Los niveles de expresion de HO-1 y GEF-H1 analizados por IHQ se cuantificaron utilizando el indice
de cuantificacion inmunoreactivo (immunoreactive score, IRS), el cual se calcul6 multiplicando la
intensidad de la marcacion (0: sin marcacion; 1: débil; 2: moderada y 3: fuerte), por el porcentaje de

células positivas para la proteina.

Para el caso de HO-1: 0: equivale a menos del 10% de células inmunomarcadas; 1: corresponde al rango
entre 11 y 50% de células inmunomarcadas; 2: del 51 al 80% y 3: mas de 81% de células
inmunomarcadas. Para la semicuantificacion de la expresién de GEF-H1: 0: menos del 10% de células
inmunomarcadas; 1: del 11 al 25%; 2: del 26 al 50%; 3: del 51 al 75% y 4 mayor al 76%. Se determiné

para cada muestra el IRS promedio de 10 campos elegidos al azar (400x).

Para estimar el valor de corte del IRS para HO-1 y GEF-H1 en carcinoma mamario, se trazaron las
curvas caracteristicas de funcionamiento del receptor (ROC). Las areas bajo la curva (AUC), fueron
comparadas usando varios valores posibles de corte. Para HO-1, el AUC del modelo con IRS= 1 fue
0,658 (intervalo de confianza (IC) 95%= 0,55-0,77), con una sensibilidad del 55,2% y una especificidad
del 77,8% para el punto mas cercano a [0.0, 1.0]. Para GEF-H1, el AUC del modelo con IRS= 1 fue
0,779 (IC 95%= 0,59-0,96), con una sensibilidad del 94% y una especificidad del 67% para el punto
mas cercano a [0.0, 1.0]. Segun el area bajo los valores de la curva ROC, el mejor valor de corte se
determiné como IRS= 1, tanto para HO-1 como para GEF-H1. Valores de IRS mayores a 1 se
consideraron que mostraban una expresion positiva para ambas proteinas. Todos los puntajes se

ingresaron en el sistema electronico estandarizado Excel para Microsoft Windows.

CORRELACION CON DATOS CLINICOS HISTOPATOLOGICOS:

18



Los resultados de la expresion de las proteinas obtenidos por inmunohistogquimica, esto es, los datos de

presencia 0 ausencia, de semicuantificaciones con el “immunoreactive score” (IS) y de localizacion
subcelular, se correlacionaron con los varios datos clinicos e histopatologicos del banco de tumores. Se
estableci si estos datos de expresion presentan una asociacion con el grado de diferenciacion, el indice
mitético, grado nuclear, estadio de la enfermedad, con la invasion linfatica o con la presencia de
metéstasis. Ademas, se pudo definir si se asocia a la expresion de los receptores hormonales. Estos
estudios se realizaron Unicamente para GEF-H1, debido a que la correlacion de estos datos clinicos
patoldgicos ya fueron publicadas por nuestro grupo para el caso de HO-1°.

Estudios con cultivos celulares

Se utilizo para los experimentos la linea celular de carcinoma mamario murino LM3, gentilmente cedida
por el Instituto de Oncologia Dr. Angel H. Roffo. Las células fueron mantenidas en estufa de cultivo a
37°C con atmosfera 5% CO2. Se cultivaron en Medio Esencial Minimo (MEM, INVITROGEN)
suplementado con 5% de suero fetal bovino (NATOCOR) y 1% de antibiético-antimicético (GIBCO).

PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK DE HEMINA:

Se disolvieron 36 mg de hemina (SIGMA) en 0,4 ml de una solucién de NaOH 0,5 N. Se agreg6 0,5 ml
de una solucion de tris-HCI 1 M pH 8, se filtr6 utilizando filtros de 0,2 um. La solucion de hemina se
conservo en alicuotas a -70°C al resguardo de la luz. Previo a su uso, la solucién de hemina se diluyé en
PBS 1:100%

Para el control-vehiculo se prosiguié de la misma manera que la solucion de hemina, sin el agregado de

la droga.
ESPECTROMETRIA DE MASAS:

Las células de carcinoma mamario murino (LM3) fueron tratadas farmacol6gicamente con hemina 80
uM y su respectivo control. Se procesaron cuatro replicas para cada condicién. Las muestras, luego de
24 h de tratamiento en la oscuridad, fueron lisadas en buffer de lisis (100mM Tris-HCI, a pH 7.5,
conteniendo SDS 4% y dithiothreitol 100 mM), se calentaron 5 min a 95 °C y fueron sonicadas. El lisado
total fue centrifugado por 10 minutos a 16.000g para separar las membranas que quedaran en el pellet,
de las proteinas solubles. Este fue luego cuantificado con Bradford para determinar la cantidad de
proteinas y hervido por 5 min con buffer Laemmeli. Las proteinas fueron cargadas en un gel de
poliacrilamida SDS-page, para separarlas por peso molecular. Luego se enviaron al Instituto Max Planck
de Biogquimica en Alemania para su extraccién y analisis en el Espectrometro de Masas. Las proteinas
fueron extraidas del gel y se trataron con las enzimas Tripsina y Lisina C para obtener los péptidos que
fueron sometidos al espectrometro de masas de alta sensibilidad nanoLC/MS/MS vy resolucion LTQ-

Orbitrap, espectrometro equipado con una fuente de nanoelectrospray (Thermo Fisher Scientific).
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Ademads, durante el andlisis se establecié como condicion de restriccion que tres de la cuatro replicas
fueran coincidentes para cada condicion. Empleando el programa bioinformatico Perseus, se
seleccionaron aquellas proteinas que fueron significativamente diferentes (p<0,05) entre el tratamiento
y su control luego de aplicar el test de ANOVA dos vias.

Los resultados obtenidos los procesamos con el programa bioinformatico Perseus, desarrollado en el
Max Planck de Bioquimica, por el Dr. Cox. y el programa de libre acceso STRIGN para generar las
redes de proteinas asociadas tanto por interaccién o modulaciones descriptas en ensayos publicados.
STRING es parte de la infraestructura de ELIXIR que en su consorcio se encuentran los repositorios
SIB (Swiss institute of bioinformatics); Novo Nordisk Foundation Center for Protein Research) (CPR
NNF) y European Molecular Biology Laboratory (EMBL).

WESTERN BLOT:
Lisis celular

Para el estudio de la expresion de HO-1 y GEF-H1, se sembraron células de la linea LM3 en una
densidad de 5,0 x 10* células/cm? en placas de 100 mm de diametro. Cuando la monocapa celular logré
una confluencia del 75-80%, se trataron con hemina 80 uM durante 24 h. Después de exponer las células
a los tratamientos, las mismas fueron lavadas en PBS 1X y levantadas de la placa de cultivo con buffer
de lisis, con el agregado del coctel inhibidor de Proteasas Set 111 Calbiochem®, incubandose con este
buffer por 30 min a 4°C. Se utiliz6 una alicuota para medir concentracion de proteinas por el método de

Bradford y el resto fue almacenado a -70°C hasta su uso®.

Medicion de la concentracion de proteinas

La medicion se realiz6 tomando una alicuota de 2 ul del lisado celular en 998 pl de la solucion de
Bradford. Por cada medicion de concentracion de proteinas se procesé una curva de calibrado utilizando
como estandar BSA 1 mg/ml. Antes de la lectura la solucién se agité por 10 segundos y se midié la

absorbancia en espectrofotémetro a 595 nm.

Desnaturalizacion de las proteinas

Se calcularon las concentraciones de las proteinas y se llevaron a igual volumen con buffer de lisis. Se
utilizé el método de Laemmli para desnaturalizar las proteinas (0,3 M Tris-Hcl pH 6.8, 10% SDS, 25%
Glicerol, 0,05% Bromofenol azul, 10% Betamercaptoethanol)®. Las muestras, luego del agregado del

buffer, fueron calentadas en bafio de agua a 95°C durante 5 min. Se almacenaron a -20°C hasta su uso.

Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las proteinas se separaron por su peso molecular en un gel de poliacrilamida 10-15% (segun el tamafio

molecular de la proteina en estudio). Las muestras se calentaron en bafio de agua a 95°C por 5 min antes

de ser sembradas. Se sembraron en gel cantidades equivalentes de proteina (50 pg). La electroforesis se

realiz6 a amperaje constante (40 mA hasta el apilamiento de las proteinas entre el gel de apilamiento
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con el gel separador y 60 mA en el gel separador). El tiempo de duracion de la electroforesis fue de 1 h

30 min.

Transferencia a membranas de PDVF

Concluida la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a membranas de PDVF (Invitrogen) a
amperaje constante, 300 mA, durante 1 h 30 min en buffer de transferencia (Tris-base 3 g, Glicina 14,4
g, Metanol 200 ml, agua tipo MilliQ hasta 1000 ml). Luego de la transferencia, las membranas se lavaron
en buffer PBS 1X por 5 min. Se incubaron las membranas en una solucion de leche descremada al 5%
en buffer PBS 1X pH 7,4 durante 30 min en agitacion a temperatura ambiente y se sigui6 con la

deteccion de las proteinas de interés.

Deteccién de proteinas de interés

Para realizar la deteccion de las proteinas, las membranas se incubaron con diferentes soluciones de
anticuerpos. Las diluciones de los anticuerpos primarios se realizaron en buffer de bloqueo (BSA 3%
en PBS 1X pH=7,4). Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: para la deteccion del antigeno
GEF-H1 se empled un anticuerpo policlonal anti GEF-H1, dilucion 1/2000, obtenido en conejo (Abcam
155785); para la deteccion del antigeno HO-1 se utilizé anti-HO-1 policlonal, obtenido en conejo SPA-
896 (Assay Designs, Streessgen); para la deteccion de la actina se utilizé anti-actina (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.), dilucién 1/1000; para tubulina se utilizé anti-tubulina, dilucién 1/1000 y para la
deteccion de GAPDH (MERK, CB 1001) anti-GAPD, dilucién 1/5000; todos obtenidos en ratdn. Los
anticuerpos secundarios-HRP conjugados (Horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody)
fueron obtenidos de Amersham (GE Healthcare). Para las inmunofluorescencias se emplearon los
anticuerpos secundarios anti-conejo, conjugados con el fluorocromo Alexa 566 (Molecular Probes,
Invitrogen), dilucién 1/2000 y el anti-cabra Ig FITC (SC-2777, Santa Cruz Biotechnology, Inc.). Las
membranas se incubaron por separado con las distintas soluciones de anticuerpos primarios toda la
noche a 4°C. Después de realizar lavados con buffer PBS-Tween 0,01%, las membranas fueron
incubadas con anticuerpos secundarios en leche descremada al 5% en buffer PBS 1X pH=7,4 (diluidos
en buffer de bloqueo) por 1 h en agitacion a temperatura ambiente. Luego de esta incubacion las
membranas fueron lavadas con buffer PBS-Tween 0,01%. Para la visualizacion de las proteinas se
empleod el kit de deteccion ECL (Amersham GE). La determinacion de la expresion de actina y GAPDH
fue utilizada como control de la cantidad de proteinas cargadas en el gel. Las bandas fueron cuantificadas
densitométricamente usando el programa Image-J 1.38 (Wayne Rasband Nacional Institute of Health,
USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/java 1.6.0 02).

INMUNOFLUORESCENCIA:

Se sembraron células LM3 sobre cubreobjetos previamente esterilizados en placas de cultivo de 2,5 cm.
Cuando las células lograron un 75-80% de confluencia, se las traté con hemina 80 uM durante 24 h para

el estudio de la expresion de proteinas del citoesqueleto. Luego se realizaron tres lavados con buffer
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PBS 1X. Las células se fijaron con solucion de paraformaldehido al 4% por 10 min a temperatura
ambiente y luego fueron permeabilizadas con una solucion al 0,1% de Triton X-100 (SIGMA) en PBS
1X por 15 min. Posteriormente a la permeabilizacion y a efectos de prevenir las uniones no especificas
del anticuerpo y obtener una sefial mas limpia al momento de observar nuestra muestra en el microscopio

de fluorescencia, se realiz6 un bloqueo con BSA al 1% en PBS 1X, por 1 h a temperatura ambiente.

Luego, se incubd con el anticuerpo primario policlonal anti-talina (1/100) y anti-tubulina-Cy3 (1/300)
durante toda la noche en cdmara humeda a 4°C. Para detectar los filamentos de actina, utilizamos
Faloidina-TRICT (1/300) durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron tres lavados
con PBS 1X y se incubaron con su correspondiente anticuerpo secundario conjugado a fluorocromo
Alexa 566 (1/500) (Molecular Probes, Invitrogen) por 1 h a temperatura ambiente. Se incub6 por 10 min
con DAPI (1/10000) en PBS 1X finalizando con el montado de los cubreobjetos sobre portaobjetos para
su posterior visualizacién en microscopio de fluorescencia. Las inmunofluorescencias se visualizaron

utilizando un microscopio Axiovert 200M (Zeiss) equipado con una camara AxioCamMRm.
ENSAYO DE MIGRACION:

La migracion celular fue estudiada mediante el ensayo de la herida. Las células LM3 fueron sembradas
en placas de Petri de 35-mm y cultivadas hasta lograr confluencia. Las células fueron tratadas con
hemina (20 uM) o vehiculo, la herida fue realizada con un tip de una micropipeta de 200 uL, generando
una linea en la monocapa. Se fotografié cada 12 h durante un periodo total de 24 h. Las imagenes fueron
tomadas con un microscopio invertido (Nikon Eclipse TE2000-S) equipado con una camara digital
(Nikon Coolpix s4). Se midié y cuantifico el &rea descubierta para cada tratamiento a distintas horas (0,

12, 24) con Image-J y se comparo entre tratamientos.
EXTRACCION DE LIPIDOS Y CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA:

Para extraer los lipidos a partir de cultivos de células LM3, se rasparon las placas de cultivo y se
homogeneizaron las células en volimenes conocidos de cloroformo:metanol 1:2 (v/v) en un
homogenizador tipo Potter-Elvehjem con piston de Teflon®%. Los homogenados se dejaron durante
toda la noche a 4°C en dicho solvente. Luego se les agreg6 un volumen de cloroformo y 1.8 volimenes
de agua, alcanzando una proporcion final de cloroformo:metanol:agua 2:2:1.8 (v/v). Los tubos se
agitaron vigorosamente en vortex y se centrifugaron durante 20 minutos a 2000 rpm en una centrifuga
de mesa Beckman TJ-6 para separar las fases. Luego de separar la fase superior metanélica-acuosa, se
recuper6 la fase inferior cloroférmica conteniendo los lipidos. Los extractos lipidicos asi obtenidos se
secaron bajo corriente de N2, se resuspendieron en volimenes conocidos de cloroformo:metanol (2:1,

v/V) y se conservaron a -20°C hasta el momento de su uso.

Para estimar el contenido de fosfolipidos se tomaron alicuotas para determinar el contenido de fésforo
lipidico total por el método de Turner y Rouser ®. Luego se sembrd una cantidad fija de fosforo lipidico

de cada extracto en placas de HPTLC (del inglés high performance thin-layer chromatography) de 10x20
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de silica gel G y se resolvieron las distintas clases lipidicas utilizando los siguientes sistemas de solvente
en forma secuencial: cloroformo:metanol:acido acético:agua (50:37.5:3.5:2, v/v/v/v), hasta la mitad de
la placa y luego hexano:éter (80:20, v/v) hasta el frente. Seguidamente, para la visualizacion de las
bandas se expuso la placa a vapores de iodo y se identificaron los lipidos mediante el uso de estandares
adecuados preparados en el laboratorio de lipidos del INIBIBB.

Estudios en Modelos animales

Se utiliz6 material incluido en parafina del modelo animal obtenido previamente en el laboratorio, que

describimos a continuacion:

MODELO DE IMPLANTE SUBCUTANEO DE CELULAS LM3 EN RATONES SINGENEICOS
BALBI/C:

Para la obtencidn de este modelo se utilizaron ratones hembras de la cepa Balb/C. Los animales fueron
mantenidos bajo condiciones de luz/oscuridad de 12 h cada uno y con acceso a alimento y agua ad

libitum.

En este estudio empleamos 30 ratones hembras, los cuales fueron divididos en 2 grupos de 15 animales.
A los 70 dias de edad se les administraron por via subcutanea 4 x10° células LM3 en el flanco derecho
de los animales, utilizando una jeringa monoject 200. A la semana de inocular las células tumorales, los
animales fueron inyectados con el inductor de HO-1 (hemina, 35 ug/kg de peso). Los tratamientos con
hemina se realizaron dos veces por semana durante 3 semanas y la aplicacion de la droga fue
intratumoral. De manera similar se proceso el grupo control. En cada aplicacidn se midié el tamafio del
tumor con calibre. Luego de las 6 aplicaciones del inductor, se sacrificd a los animales bajo una
atmosfera de CO;, segln las recomendaciones de la Guia de Buenas Practicas con Animales de
Experimentacion (http://www.upei.ca’lhumanres/files/humanres/Experimental Animals_GDL.pdf). Los
tumores resecados se volvieron a medir y se destinaron para su posterior procesamiento por las técnicas
histolégicas. Para analizar el volumen de los tumores obtenidos en ambos grupos se empled la férmula
V=L x W%2, en donde V es el volumen, L representa la dimension mas extensa y W la medida mas

corta.

Estadistica:

Se utilizé el software GraphPad Prism version 8.00 para la recoleccion, procesamiento y analisis
estadistico de todos los datos. En el analisis del ensayo de migracién se emple6 el test ANOVA a dos
vias. El andlisis de los IRS entre los diferentes grupos se realiz6 con el test U de Mann-Whitney. La
correlacién entre los datos obtenidos de las historias clinicas y los niveles de expresién GEF-H1 se
realizd con el test Chi cuadrado. Los datos obtenidos por EM fueron analizados utilizando ANOVA de

dos vias. Para todas las condiciones se considerd un valor de p<0,05 como significativo.
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RESULTADOS

Cambios en la expresion de proteinas observados por analisis protedmico luego de la modulacion

farmacoldgica con hemina en la linea celular LM3

La hemina es un modulador de la expresion y actividad de HO-1, es por esta razon que se utiliza como
método indirecto para estudiar los efectos que tiene HO-1 sobre otras proteinas. Sin embargo y hasta
donde sabemos, existe en la literatura al menos un reporte indicando que esta protoporfirina puede tener
efectos biologicos independientes a la modulacion de HO-1, por esta razon los resultados son

presentados en base a la accion de la hemina y no de HO-17'.

Para comenzar a interpretar el mecanismo de accion de la hemina en cAncer de mama y su posible accion
sobre otras proteinas, procedimos a hacer lisados celulares de la linea celular de carcinoma mamario

murino LM3, que habian sido estimuladas con hemina 80 uM o con su control (vehiculo).

Mediante el analisis de espectrometria de Masas detectamos 7292 proteinas, de las cuales 5639 fueron
moduladas luego del tratamiento con hemina respecto al control. De estas Gltimas, solo 595 proteinas
aumentaron su expresion significativamente y 353 la disminuyeron (p< 0,05; ANOVA dos vias) (Figura
4A). En la figura 4B se muestran los geles de poliacrilamida SDS-Page con los lisados de las proteinas
teflidas con Coomassie blue que fueron aislados y digeridos con Lisina C y tripsina, para obtener los
péptidos, que luego se sometieron al espectrémetro de masas. Del grupo de proteinas que aumentaron
luego del tratamiento con hemina, se identificaron dos conjuntos importantes de proteinas: uno
involucrado con el metabolismo del hierro, entre ellas HO-1, y un segundo relacionado con el
metabolismo de los lipidos. Dentro del grupo de proteinas cuya expresion disminuyo luego del
tratamiento con hemina, observamos dos conjuntos de proteinas destacables: aquellas pertenecientes al
citoesqueleto y las proteinas relacionadas con la biogénesis de los ribosomas (Figura 4C). A partir de
estos resultados se comenzé con el analisis de datos correspondiente para entender la interaccion de

estos conjuntos de proteinas y su relevancia en cancer de mama.
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Figura 4: (A) Estudios dé protvec')m<ica por espectrometria de masas en lisados de la linea celular LM3. Luego del
tratamiento con hemina, se observd que 595 proteinas presentaban sobreexpresion y 353 disminuyeron su
expresion (* p< 0,05; ANOVA dos vias). (B) Gel de poliacrilamida conteniendo los lisados celulares LM3 tratados
con hemina y con vehiculo, tefiidos con Coomassie blue. (C) Grupos de proteinas que aumentaron (rojo), que no
variaron (blanco) y que disminuyeron su expresion (azul) luego del tratamiento con hemina. Dentro del grupo de
proteinas que aumentaron su expresion con respecto al control se observan proteinas relacionadas con el
metabolismo del hierro y lipidos, y dentro del grupo de proteinas cuya expresion fue disminuida respecto al grupo
control, se destacan aquellas proteinas vinculadas a la modulacién del citoesqueleto y las relacionadas a la

biogénesis ribosomal.

HO-1 se encuentra sobreexpresada en la linea celular LM3 luego de la modulacién farmacoldgica

con hemina y en biopsias humanas de cancer de mama
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En nuestro analisis de protedmica hemos observado efectivamente que hay un aumento de la expresion
de HO-1 cuando la linea tumoral de carcinoma mamario es tratada con hemina, comparada con su
respectivo control (Figura 5A). Este mismo resultado lo hemos corroborado mediante Western blot
(Figura 5B). Nuestro laboratorio, entre otros, reportd que HO-1 se encuentra sobreexpresada en
diferentes tipos de tumores, tales como glioma®, carcinoma celular escamoso®, cancer mamario® y
colorrectal*’. También demostramos, para el cancer de mama humano, que su expresion se asocia con
una disminucion de la progresion tumoral y menor nimero de metastasis en nddulos linfaticos®. Con el
objeto de aportar mas evidencia de la expresion de HO-1 en los tejidos tumorales con respecto a los
tejidos adyacentes no malignos, se realizaron ensayos de expresion por inmunohistoquimica (IHQ)
empleando 55 nuevas biopsias de carcinoma mamario humanas que presentaban, en 12 de ellas, zonas
adyacentes no malignas. La expresion de HO-1 se evalué mediante el empleo del IRS y se analizaron
los resultados con la prueba U de Mann Whitney, segun se detalld en la seccion de materiales y métodos.
El estudio por IHQ mostro que la expresion de la proteina se encuentra aumentada con respecto al tejido
adyacente no maligno (Figura 5C). Efectivamente, se observaron diferencias significativas en la
expresion de la proteina cuando se compararon las areas tumorales con respecto a las zonas adyacentes
no malignas (p=0,0249; Figura 5C). Estos resultados corroboran la sobreexpresion de HO-1 en el

carcinoma mamario en comparacion a las areas no malignas adyacentes.
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Figura 5: (A) Analisis de los niveles de expresion de HO-1 mediante el software Perseus a partir de la

espectrometria de masas (EM) realizada en la linea celular LM3 luego del tratamiento con hemina. (B) Western
blots de los lisados celulares utilizados para EM y detectados con el anticuerpo especifico para HO-1. Como
control de carga se utiliz6 un anticuerpo especifico para GAPDH. (C) Imégenes representativas de biopsias
humanas de carcinoma mamario donde se observa la expresion de HO-1 por inmunohistoquimica en zona tumoral
y zona adyacente no maligna (NMT). Los graficos de dot-plot muestran los IRS de HO-1 obtenidos de la
semicuantificacion de las IHQ realizadas en las biopsias de los carcinomas mamarios y zonas adyacentes no
malignas.
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El tratamiento con hemina en la linea celular de carcinoma mamario LM3 alterd los niveles de

varias proteinas vinculadas al cancer

Se comenzé por analizar el grupo de proteinas cuya expresion aument6 luego del tratamiento con
hemina. Utilizando el programa Perseus observamos varias proteinas involucradas en la progresion del
cancer que se encontraron aumentadas en nuestro ensayo (STAT1, STAT3, RELA, ERBB2, AKT?2,
MTOR, GSK3B y CDC42; Figura 6A). El interactoma generado por String en la figura 6B, muestra la
relacion existente entre este grupo de proteinas.

Se ha descripto que la mutacion de muchos de los genes que dan origen a las proteinas estudiadas

conducen a una mayor progresion tumoral, aumentando asi la agresividad de la enfermedad.
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Figura 6: (A) A la izquierda se observan los niveles de expresién de proteinas vinculadas en las vias de
sefializacion del cancer que se encontraron aumentadas luego del tratamiento con hemina en la linea celular LM3.
El color rojo indica aumento, el verde disminucion de la expresién y el negro que no hay variacion. Los valores
de la barra indican cuantas veces aument6 o disminuyé la expresion. (B) Se muestra el interactoma de dichas

proteinas.

Aumento de la expresidon de proteasas involucradas en la escisién del extremo C-terminal de HO-

1 luego de la modulacidn farmacoldgica con hemina en la linea celular LM3

Por otra parte, como se comento anteriormente, existen reportes en los cuales se ha demostrado que la
localizacion nuclear de HO-1 se correlaciona con un mayor grado de malignidad*®. Por estudios previos
HO-1 aumenta su translocacién al nucleo luego del tratamiento con hemina (Figura 7A) pero se
desconoce la posible funcion que podria estar cumpliendo en este compartimiento subcelular. Se
analizaron los datos obtenidos con EM con el programa Perseus y se estudiaron calpaina 1y catepsina
B, que son enzimas encargadas de cortar el extremo C-terminal de HO-1, cuya accion permite que la

proteina pueda desprenderse de su localizacién microsomal y asi migrar al ncleo. La expresion de estas
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dos proteasas se encontré aumentada luego del tratamiento con hemina respecto de las células control
(Figura 7B).

A B
Hemina Control
g f; '—»\x/ Calpaina 1 (Capn)
o
o T3
= g 3 |
—-§ Catepsina B (CtsB)
=
o Cc
Hemina
) '.)‘ Microsoma
e& " Nicleo
HO-1

&1 < COOH
g 5‘\ > » -\ Tl
.‘ ,’ ‘3, o | ,' ‘~J ,‘ J

. N H2N 2
ﬁ o K
L3 "t [ 3 ‘\\
Calpaina
CatepsinaB

Figura 7: (A) El ensayo por inmunochistoquimica muestra la expresion de HO-1 en tumores de un modelo
singeneico de células LM3 tratado con vehiculo (control) o hemina. Las flechas muestran la expresion nuclear de
HO-1 en la condicion hemina. (B) Niveles de expresién de las proteinas involucradas en el corte del extremo C-
terminal de HO-1 obtenidos por espectrometria de masas y analizado por Perseus. (C) Esquema que muestra la
posible accidn de calpaina y catepsina B al cortar el extremo C-terminal y su posterior translocacion de HO-1 al

nucleo.

La modulacion farmacoldgica en LM3 con hemina produce cambios en los niveles de expresion en

proteinas vinculadas a las adhesiones focales y del citoesqueleto

Ya se destaco que la remodelacion del citoesqueleto es un aspecto clave en las células tumorales, ya que
mediante este mecanismo pueden generar las estructuras necesarias para adquirir movilidad, abandonar
al tumor primario y poder asi migrar hacia otros érganos. Por este motivo, se analizé el grupo de
proteinas del citoesqueleto cuya expresion se observo disminuida luego del tratamiento con hemina
(Figura 4C). En la metéstasis son de gran interés las proteinas que componen las estructuras involucradas
en los mecanismos de adhesion a la matriz extracelular y migracion a través de ella. Como se ha
descripto anteriormente, las integrinas son los principales receptores de membrana encargados de la
migracién celular. El analisis de los resultados por Perseus y obtenidos por espectrometria de masas
revel6 que diferentes tipos de integrinas (Itg) se encontraban significativamente moduladas luego del
tratamiento con hemina. Entre ellas, la integrina aV35 que une vitronectina se encontré aumentada y las
integrinas Bl y a3 que unen fibronectina se encontraron subexpresadas (Figura 8A). En cuanto a las
talinas (TIn), proteinas de unién a las integrinas que forman parte de las adhesiones celulares, los

subtipos 1 como el 2 se hallaron disminuidos luego del tratamiento con hemina. Ademas observamos
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una disminucion luego del tratamiento en otras proteinas que componen las adhesiones focales tales
como las proteinas con dominio LIM (Limal y Limdl), Zyxin (Zyx), Filamin (FIn a,b,c) y Vimentina
(Figura 8B). Sumado a las proteinas que forman las adhesiones celulares, también observamos una
disminucion en las proteinas que componen los filamentos de actina (Actcl) y tubulina involucrados en
la migracion celular (Tub ay b) (Figura 8C). Analizamos las proteinas asociadas a la estabilidad de los
microtubulos (Map), y observamos una disminucion significativa de la mayoria de los miembros
detectados (Figura 8D). Algunos de los resultados obtenidos por espectrometria de masas fueron
confirmados por inmunofluorescencias. Se observo que el tratamiento con hemina produce disminucion
de las adhesiones celulares, detectadas con un anticuerpo especifico para Talina 1; de las fibras de estrés
de actina, detectadas con faloidina y desorganizacion de los filamentos de tubulina, detectados con un
anticuerpo especifico para beta-tubulina (Figura 8E). A su vez, mediante Western blot se observo una
disminucién de vimentina en las células LM3 luego del tratamiento con hemina (Figura 8F). Mediante
ensayo de la herida observamos que las células tratadas con hemina tardan mas en cerrar el area de la

lesion que la condicién control (Figura 8G).
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Figura 8: Niveles de exprésic’)n de proteinas de adhesiones focales y del citoesqueleto de las células LM3 luego
de la modulacion con hemina: El color verde indica disminucion de la expresion y el rojo aumento de la expresion.
Los valores de la barra indican cuantas veces aument6 o disminuyé la expresion. Proteinas de las adhesiones
focales: (A) Integrinas y (B) Proteinas de Adhesion. (C) Proteinas del citoesqueleto: actina y B-tubulina-2,5 y 6.
(D) Proteinas estabilizadoras del citoesqueleto de tubulina: Map 1s, 1b, 2 y 4. (E) Ensayo de inmunofluorescencia

de las proteinas Talina 1, actina y p-tubulina luego del tratamiento con hemina en la linea celular LM3. (F)
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Expresién de vimentina en células LM3 luego del tratamiento con hemina respecto del control. (G) Ensayo de
migracion de células LM3 tratadas con hemina y control. Las fotos fueron tomadas a las 0, 12 y 24 h luego del

tratamiento.

Disminucion de la expresiéon de GEF-H1 luego de la modulacion farmacoldgica con hemina de la

linea celular LM3

En base a los resultados descriptos en el apartado anterior, que muestran que el tratamiento con hemina
disminuye la expresion de proteinas relacionadas con los microtubulos y su estabilidad (Figura 8C y D)
decidimos analizar qué efecto tendria la hemina sobre proteinas reguladoras de microtibulos y de RhoA-
GTPasas. Dado que se ha descripto que el activador de RhoA, GEF-H1, se encuentra unido a los
microtubulos y de esta forma los estabilizaria, decidimos analizar su expresion por EM y western blot

en la linea celular LM3%,

Mediante el analisis de los datos por Perseus, observamos una disminucion de GEF-H1 cuando las
células LM3 son tratadas con hemina (80 uM) (Figura 9A). Esta disminucion fue corroborada en células

en cultivo mediante Western blot (Figura 9B).
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Figura 9: (A) Analisis de los niveles de expresion de GEF-H1 mediante el software Perseus de la espectrometria
de masas realizada luego del tratamiento con hemina en la linea celular LM3. (B) Western blots de la expresion
de la proteina GEF-H1 luego de la modulacion farmacoldgica de la linea celular LM3 con hemina. El gréafico de
barras de abajo muestra la cuantificacién por densitometria de las bandas obtenidas por Western blot del

tratamiento y del control (p=0,0171). Como control de carga se utiliz6 GAPDH.

Aumento de la expresion del activador de RhoA-GTPasas, GEF-H1, en biopsias humanas de

carcinoma mamario
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Anteriormente se comentd la importancia de las Rho-GTPasas en la remodelacion del citoesqueleto de
actina, cuya estructura es muy importante para que una célula pueda migrar y, mediante una

desregulacion en la activacion en células tumorales, intervenir en el proceso de metéstasis.

Recientemente se ha descripto que, GEF-H1 esta involucrado en procesos tumorales, entre ellos en
cancer de mama’. Mediante la técnica de IHQ se procedid a estudiar los niveles de la proteina GEF-H1
en las mismas biopsias de carcinoma mamario humanas utilizadas para estudiar HO-1 para determinar
su expresion en los tejidos tumorales y zonas adyacentes no malignas. Se observd sobreexpresion de
GEF-HL1 en las zonas tumorales con respecto al tejido adyacente no maligno (Figura 10 A). En este caso
como control positivo se empled una seccion de amigdala humana. La expresion de GEF-H1 se evalud
mediante el empleo del IRS y se analiz6 del mismo modo que se describié para HO-1. Ademas, se
realizaron estudios de correlacion con datos histopatologicos. Se observé un aumento de la expresion

de esta proteina (p =0,0053; Figura 10 B), y su correlacion con la presencia de metastasis (Tabla 1).
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Figura 10: (A) Iméagenes representativas de biopsias humanas de carcinoma mamario donde se observa la
expresion de la proteina GEF-H1 por inmunohistoquimica en tejido tumoral y zonas adyacentes no malignas
(NMT). (B) Gréfico de dot-plot muestra los IRS para GEF-H1 obtenidos de la semicuantificacién de las IHQ

realizadas en las biopsias de los carcinomas mamarios (rojo) y zonas adyacentes no malignas (azul).
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Datos clinicos N°de GEF-H1 GEF-H1 Valor P
patolagicos pacientes + -
Tumor (cm)
>3 21 13 8
<3 28 22 6 0,7107
Edad
250 36 22 14
<50 20 14 6 0,5059
Metastasis axilar
Si 23 22 1
No 12 6 6 POt
Estado
| 9 5 4
A 4 3 1
B 5 4 1 0,8526
A 6 5 1
B 3 2 1
Status
Menarca 4 3 1
Premeanp:flu5|ca 7 3 4 0,2118
Menopausica 5 5 0
Postmenopausica 22 15 7
Grado Histoldgico
G1 11 9 2
G2 18 10 8 0,148
G3 17 14 3
RE
Positivo 26 18 8
Negativo 22 14 8 0,682
PR
Positivo 33 16 17
Negativo 16 7 9 0,7535
Her2
Positivo 18 12 6
Negativo 26 17 9 0,9257

Tabla 1: Correlacion de los datos clinicos histopatolégicos con los niveles de expresion de GEF-H1 en biopsias
humanas de carcinoma mamario. Se observa una correlacion positiva significativa de GEF-H1 con el aumento de
metéstasis P= 0,0014.

La modulacién farmacoldgica con hemina en la linea celular LM3 produce cambios en la

expresion de proteinas vinculadas con el metabolismo del hierro

Dentro del grupo de las proteinas sobreexpresadas que se muestran en la figura 4C, las relacionadas con

el metabolismo del hierro fueron las que presentaron mayor cambio. Ademas del rol enzimatico que

cumple la enzima HO-1 en la degradacion del grupo hemo, el interés estuvo en encontrar una expresion
33



diferencial de aquellas proteinas involucradas en el aumento de los niveles de hierro libre y
consecuentemente lleve a la posible produccion de ROS. Utilizando el programa STRING observamos
las posibles interacciones descriptas para HO-1 y las proteinas relacionadas con el metabolismo del
hierro, como las ferritinas (Fthl y Ftl1) (Figura 11A). Se observo que la ferritina, proteina encargada de
almacenar hierro dentro de la célula, se encontraba aumentada luego del tratamiento con hemina (Figura
11B). A su vez, se observo que los niveles de expresion del receptor de transferrina 1 (RTf1), cuya
funcion es transportar hierro al interior de la célula, se encontraban disminuidos (Figura 11 By C). Se
realiz6 ensayo de Western blot para evaluar la expresion del receptor de transferrina en lisados obtenidos
de las células LM3 luego de modular con hemina (80 uM) y su respectivo control tratado con vehiculo.
Se observé la disminucion de la expresion del receptor de transferrina en las células LM3 tratadas con
hemina (Figura 11D).
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Figura 11: (A) Interactoma obtenido por String de proteinas vinculadas al metabolismo del hierro luego del
tratamiento con hemina. (B) Anélisis de la expresion por el software Perseus de los niveles de tres proteinas
involucradas en el metabolismo del hierro obtenidas por espectrometria de masas luego de la modulacién con
hemina en la linea celular LM3. (C) EI gréfico tipo volcan muestra los niveles de sobreexpresion y subexpresién

de las proteinas vinculadas al metabolismo del hierro en las células LM3 luego del tratamiento con hemina y
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vehiculo. (D) El ensayo de Western blot muestra la expresién de HO-1 y el receptor de transferrina (RTf1) luego

del tratamiento con hemina. La actina fue utilizada como control de carga.

La modulacidn farmacoldgica con hemina en la linea celular LM3 produce cambios en los niveles

de expresion de proteinas vinculadas al metabolismo lipidico y movilizacién de lipidos

Resultados previos de nuestro laboratorio han demostrado que, al tratar las células con hemina, aumenta
la muerte celular por apoptosis en la linea celular LM3; sin embargo, los mecanismos por los cuales se
induce este tipo de muerte celular todavia no son muy conocidos. Cada vez se centra mas la atencion en
el papel de los hidroperdxidos lipidicos, cuya acumulacion dentro de la célula podria estar dafiando la
membrana celular llevando a una muerte celular por ferroptosis. El analisis de espectrometria revel6 que
dentro de las proteinas cuyos niveles de expresién aumentaron luego del tratamiento con hemina, se
encontraban las proteinas relacionadas con el metabolismo de los lipidos (Figura 4C). El analisis de este
grupo de proteinas por medio de Perseus revel6 un aumento en la expresién de enzimas involucradas en
el metabolismo de lipidos de membrana. Estas enzimas son: periplina-3, acetil-CoA acetiltranferasa, y
fosfatidilinositol 3-quinasa (Figura 12A). Cabe destacar que la enzima fosfatidilinositol 3-quinasa forma

parte de rutas metabolicas que se encuentran desreguladas en cancer.

Para indagar si el aumento de la expresion de estas proteinas producto del tratamiento con hemina tenia
efecto sobre el perfil de lipidos de las células, se obtuvieron extractos lipidicos de la linea celular LM3
luego de tratarlas con hemina 80 uM y se realiz6 una cromatografia en capa fina. Notoriamente, se
observé un aumento de lipidos neutros, principalmente ésteres de colesterol (EC) y triacilglicéridos
(TAG), a la vez que se observo un aumento moderado de un lipido con un rf similar al fosfatidilinositol
(Figura 12B).
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Figura 12: (A) Estudio de los niveles de expresion de las enzimas Plin3, Acat2 y PI3K luego del tratamiento con
hemina mediante Perseus de la espectrometria de masas realizada a partir de los lisados de la linea LM3. (B)
Estudio por cromatografia en capa fina mostrando los niveles de expresion de distintas moléculas lipidicas luego
del tratamiento con hemina. EC: ésteres de colesterol, TAG: triacilglicéridos, PE: fosfatidiletanolamina, PlI:
fosfatidilinositol, PS: fosfatidilserina, SM: esfingomielina.
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DISCUSION

A partir del analisis de la espectrometria de masas (EM) observamos que el modulador farmacolégico
hemina estimula la expresion de muchas proteinas y disminuye la de muchas otras, en la linea celular
de carcinoma mamario murino LM3. Dentro de las 353 proteinas sobreexpresadas en relacion a la
condicion control, observamos que la enzima HO-1 fue una de las muchas que se encontraron moduladas
positivamente por el accionar farmacoldgico de la hemina, como era de esperar debido a los efectos
previamente reportados para la misma. También se encontraron aumentadas proteinas relacionadas al
metabolismo lipidico y del hierro. Dentro de las 595 cuya expresion se vio disminuida, observamos un

grupo de proteinas vinculadas al citoesqueleto y otro grupo involucradas en la biogénesis ribosomal.

Como hemos comentado previamente, existe en la literatura evidencia de que los moduladores
farmacolégicos empleados para inducir la expresion y actividad de HO-1 pueden ejercer la expresion de
otras proteinas de manera independiente a la accion de esta enzima®. Teniendo esto presente, los
resultados seran discutidos en funcion de la accion farmacoldgica de la hemina y no al accionar directo
de HO-1.

Trabajos previos de nuestro laboratorio han demostrado que la enzima HO-1 influye en la supervivencia
de las células tumorales, la apoptosis, la invasion y la metastasis. Ademas, dependiendo del tipo de
tumor estudiado, la proteina puede tener un rol promotor o inhibidor de la progresion tumoral* %44,
Esto sugiere alteraciones en la transduccion de sefiales y en las vias de transcripcion, que HO-1 afecta
directa o indirectamente. Para identificar estos mecanismos reguladores y determinar la identidad de los
genes, cuya expresion se ve afectada luego de la modulacion farmacolégica con hemina, realizamos un
estudio del interactoma de HO-1 empleando para ello la linea celular LM3 proveniente de un

adenocarcinoma de mama.

Se confirmé por medio de EM y Western blot que HO-1 se encuentra sobreexpresada en las células
LM3 luego de la modulacién con hemina. También hemos estudiado la expresion de HO-1 en un modelo
murino singeneico de la linea celular LM3 al cual se lo habia tratado con hemina. Observamos por
inmunohistoguimica que la expresién de HO-1 se encuentra sobreexpresada en los tumores tratados con
esta protoforfirina y que se observa ademas expresion nuclear de la enzima. Este resultado también es
concordante con lo observado en las biopsias humanas. Ademas, se ha reportado que la migracion de
HO-1 al nucleo requiere la escision de una porcion de la proteina en el extremo carboxilo terminal lo
gue permite que se libere de las membranas en las que se encuentra anclada. En los diversos ensayos de
Western blot realizados para detectar HO-1, utilizando el mismo anticuerpo SPA-896 empleado por Lin
y colaboradores, no fue posible detectar con absoluta claridad la presencia de las dos bandas cuando se
empleo extracto total de la linea celular LM3. Sin embargo y tal como se coment6 mas arriba, si fue
posible detectar la presencia de la proteina en el modelo singeneico de LM3 luego del tratamiento con
hemina y en las biopsias humanas. Ademas, en los estudios realizados por EM observamos que las dos
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proteasas que cortan el extremo C-terminal de HO-1, catepsina y calpaina, se encuentran
sobreexpresadas luego de la modulacion farmacolégica. Se ha sugerido que HO-1 nuclear podria
intervenir en la estimulacién de la expresion de genes relacionados con la proteccion contra el estrés
oxidativo®*. Hay también evidencia que demuestra que HO-1 podria tener un rol fisioldgico
independiente de su actividad enzimatica. Asi es que nuestro laboratorio ha reportado que la presencia
de HO-1 nuclear carece de actividad enzimatica, luego de medir los productos de la degradacion del
grupo hemo posterior a la estimulacion con hemina de cultivos de la linea celular LM3°®. Otra evidencia
fue reportada por Hori y colaboradores, quienes observaron que la transfeccion con un mutante de HO-
1 carente de actividad enzimatica protege contra el estrés oxidativo®. Sin embargo, dado que en la
estructura de la proteina no se han observado sitios de unién a ADN, esta enzima no actuaria como un

I**. Como los

factor de transcripcion tipico, sino que podria actuar como un co-regulador transcripciona
estudios realizados hasta el momento por EM fueron realizados empleando extracto proteico total de las
células, no pudimos estudiar el posible rol de HO-1 en el nicleo celular. El estudio del interactoma de
HO-1 en el nucleo celular durante la proxima etapa, de formacion doctoral, nos permitira saber con
mayor precision el rol que cumple esta proteina en este compartimiento subcelular con el fin de entender

el rol nuclear de la proteina.

Dentro del grupo de proteinas que se encontraron fuertemente moduladas se destacaron las proteinas
vinculadas al citoesqueleto. Existen reportes de otros laboratorios y del nuestro que relacionan el
aumento de HO-1 en carcinoma mamario con la disminucion de la metéstasis. Para poder migrar e
invadir a través de la MEC, las células hacen uso de su citoesqueleto. Luego del tratamiento con hemina
ciertas integrinas se encuentran aumentadas y otras disminuidas, las proteinas pertenecientes a las
adhesiones focales se encontraron disminuidas como asi también los filamentos de actina y tubulina y
sus proteinas estabilizadoras. Esto indica que la maquinaria responsable de permitir la migracion celular
se encuentra alterada, lo que se corrobora en el ensayo de la herida, donde las células LM3 tratadas con

hemina migran menos presentando, por lo tanto, un fenotipo menos agresivo*®,

Como han descrito anteriormente Ridley y colaboradores, la familia de Rho-GTPasas son las principales

proteinas encargadas de la regulacion del citoesqueleto®

. Asimismo, hemos reportado previamente que
las integrinas estan involucradas en la activacion de ciertas RhoGTPasas'®. Los resultados preliminares
de la Dra. Cold, demuestran que las integrinas de unidn a fibronectinas se encuentran involucradas en

la activacion de GEF-H1, descripto como activador de RhoA y estabilizador de microtubulos'®,

Observamos en este trabajo que la proteina GEF-H1 disminuye luego del tratamiento con hemina en
las células de carcinoma mamario murino LM3. Esto podria explicar la inestabilidad de los microtibulos
observada en nuestro modelo luego del tratamiento con hemina. Estos resultados llevarian a una
probable disminucion de la activacién de RhoA-GTPasas encargadas de regular la dindmica del
citoesqueleto de actina y tubulina. De esta manera, se encontraria afectada la correcta formacion de las

adhesiones focales disminuyendo la migracion celular.
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El ensamblado correcto de las adhesiones focales y la mecanosefializacion desde el exterior al interior
celular a través de las integrinas y citoesqueleto de actina, es un proceso fundamental para la adhesion,
migracion y sefializacion celular. Estos procesos se encuentran estrechamente ligados a la metéstasis de
células tumorales. Ha sido descripto previamente el rol de la activacion de GTPasas en distintos tipos
de tumores'®*% por esta razon, estudiamos la expresion de uno de los activadores de RhoA, GEF-H1,

en biopsias humanas.

Hemos observado un aumento de la expresién de GEF-H1 en tejido tumoral de biopsias de carcinoma
mamario con respecto al tejido no tumoral correlacionado significativamente con un aumento en las
metastasis, sugiriendo asi un rol prometastasico de GEF-H1 y un rol antitumoral a la hemina al generar
disminucion de su expresion. Si bien los resultados obtenidos en este trabajo de tesis no muestran ain
una correlacion entre la expresion de HO-1 y GEF-H1 en las biopsias humanas, podria deberse al bajo
nimero de muestras hasta ahora estudiadas para ambas proteinas. Esto se ve reforzado por lo observado
en los analisis obtenidos del estudio de EM y de Western blot luego de modular con hemina, donde se
observa que cuando se estimula con hemina se produce un aumento de la expresion de HO-1 y

disminucion de la expresion de GEF-H1.

De las 353 proteinas sobrexpresadas observamos dos subgrupos que interaccionaban con HO-1, uno de
ellos relacionadas al metabolismo lipidico y un segundo al del hierro. Los resultados obtenidos mediante
el programa Perseus en relacion al grupo de proteinas involucradas en el metabolismo lipidico que se
encontraron aumentadas con hemina, sumados a los resultados obtenidos en la cromatografia, nos
llevaria a concluir que el aumento de EC y TAG podria estar indicando un incremento en el nimero o
en el tamafio en las organelas que almacenan estos lipidos neutros, es decir, las gotas lipidicas
citoplasmaticas. Este resultado, correlaciona fuertemente con el aumento de expresion de la proteina
Plin3, dado que ésta juega un rol crucial en la estabilizacién y formacién de las gotas lipidicas
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intracelulares™’. A su vez, el aumento de EC observado podria estar relacionado con el aumento de la

expresion de Acat-2, encargada de acilar un acido graso en la molécula de colesterol.

En relacién al metabolismo del hierro, nuestros primeros ensayos nos permitirian concluir que existen
proteinas vinculadas a la movilizacion del hierro que aumentan con el tratamiento con hemina. En un
principio se describié que HO-1 convierte el hemo en biliverdina, mondxido de carbono y produce
liberacion de hierro libre en el citoplasma’®. Por lo tanto, el hierro esta claramente relacionado con la
actividad enzimatica de HO-1. En nuestros ensayos para esta tesis de grado observamos que tanto las
cadenas livianas como las pesadas de ferritina, se encuentran sobreexpresadas luego de la modulacién
con hemina. Bauckman y colaboradores informaron que el exceso de hierro produce muerte celular en
el cancer de ovario por estrés oxidativo’. Ademas, la ligera expresion de ferritina en células tumorales
con HO-1 activada o sobreexpresada en modelos animales y biopsias humanas podria producir un bajo
crecimiento celular, dado que Alkhateeb y Connor demostraron que la ferritina induce un aumento del
crecimiento celular independientemente de los niveles de hierro en las células de cancer de mama*® En

este sentido, Yang y colaboradores, han demostrado que la baja regulacion de la ferritina en las células
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de carcinoma de mama humano MCF-7 resulté en la inhibicién del crecimiento celular a través del

aumento de la apoptosis*™®.

El exceso de hierro puede generar estrés oxidativo a partir de la produccion de ROS. Observamos por
analisis de EM que luego del tratamiento con hemina aumentan las proteinas encargadas de almacenar
hierro dentro de las células llevando a un aumento de los niveles de hierro intracelular. Sin embargo, tal
como observamos por Western blot, la disminucion del receptor de trasferrina evitaria que siga
acumulandose hierro dentro de las células. Es probable que el exceso de hierro que no puede ingresar y
almacenarse dentro de las células esté actuando como factor estresante desencadenando la produccién
de ROS.

Asi mismo, dentro de las ROS, los hidroperoxidos lipidicos podrian llevar a la muerte celular por
ferroptosis al generar la ruptura de las membranas celulares. EI aumento de proteinas encargadas de
desprender los lipidos de membrana acompafiado del aumento de lipidos libres dentro de las células
tratadas con hemina, nos lleva a la conclusion de que este podria ser el mecanismo por el cual, luego del

tratamiento con hemina, aumentan los niveles de apoptosis en las células®.

En resumen, hemos determinado que la hemina genera una disminucion de las proteinas relacionada con
el citoesqueleto y la migracion celular e induce un aumento de las proteinas del hierro y lipidicas. Estos
resultados estarian estrechamente vinculados a dos proteinas analizadas particularmente en este trabajo
de tesis, como es la enzima HO-1 y el activador de RhoAGTPasas GEF-H1, ambas involucradas en el
desarrollo del cancer y la metéstasis. Nos parece importante resaltar que este trabajo de tesis estaria
contribuyendo al conocimiento de otras proteinas que se encuentran reguladas por la modulacién con
hemina. No se nos escapa el caracter preliminar de los resultados obtenidos en esta tesis en la posible
interaccién que HO-1 tendria con las diferentes vias y proteinas estudiadas. En este trabajo, hemos
utilizado a la hemina como farmaco descripto para la activacion de HO-1, y poder estudiar su posible
rol en diferentes procesos bioldgicos. En relacién a esto es importante puntualizar que se ha reportado
gue uno de los moduladores farmacoldgicos de HO-1, el compuesto Zn protoporfirina IX tiene efectos
bioldgicos independientes de la accion de la enzima™™. Por ejemplo, en dicho trabajo, se demostré que
la proliferacion de células fue inhibida por esta molécula, aunque el estafio protorporfirina 1X, otro
potente inhibidor de HO-1 no tuvo ningln efecto. Esta publicacion llama la atencién sobre la posibilidad
que los efectos observados al modular farmacol6gicamente a la proteina, sean producidos por el propio
modulador y no por la activacién o inhibicion de la enzima. Para descartar esta posibilidad la modulacién
farmacoldgica debe ser complementada con experimentos de modulacidn genética de la enzima, tales
como por ejemplo su inhibicion utilizando siRNA o incrementando su expresién con los diversos

métodos disponibles. Esto sera realizado durante una futura etapa de formacion doctoral.
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