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Resumen

RESUMEN

El cisplatino (cPt) es un agente genotdxico ampliamente utilizado en oncologia, cuya
resistencia ha sido asociada a deficiencia del sistema de reparaciéon del ADN Mismatch Repair
(MMR). La hipertermia (H) ha sido utilizada en combinacién con radioterapia y quimioterapia
para potenciar su toxicidad. La H induce la sintesis de las proteinas de golpe de calor (Heat
Shock Proteins, HSPs), chaperonas moleculares que cumplen funciones de mantenimiento en
la célula. También se ha descripto que las HSPs pueden promover la actividad de diferentes

sistemas de reparacion del ADN.

El objetivo de esta tesis es investigar el efecto de la H y de Hsp27 y Hsp72 en la
sensibilidad al cPt en condiciones proficientes y deficientes para el sistema MMR y evaluar la
utilidad predictiva del dafio en el ADN en linfocitos de sangre periférica (LSP) de pacientes
oncoldgicos. Las lineas celulares HCT116+ch2 y HCT116+ch3 (deficiente y proficiente en el
sistema MMR, respectivamente) y LSP de pacientes oncolégicos fueron expuestos in vitro a cPt
e H+cPt. La H previa al cPt incrementé la formacion de aductos de platino, fosforilacidon de
H2AX, CHK1 y CHK2, y disminuyd la expresion de las proteinas MMR. Se verificd una
disminucién de la viabilidad en células MMR+ tratadas con H+cPt. Las HSPs colocalizaron con
MLH1 y MSH2 en condiciones basales, incrementando esta asociacion luego del cPt. Estos
resultados sugieren que la H potencia el efecto genotdxico del cPt independientemente del
sistema MMR, pero su efecto en la sensibilidad seria mayor en células MMR+. Se concluye que
MLH1 y MSH2 son proteinas clientes de Hsp27 y Hsp72. En LSP de pacientes con respuesta
clinica completa, se encontré menor dafio basal, mayor formacion de aductos cPt-ADN (por
ensayo cometa alcalino), y mayor nimero de focos yH2AX en relacién a los pacientes
resistentes a la quimioterapia. Es necesario incrementar el nimero de pacientes para verificar

la tendencia observada y la utilidad predictiva de estos marcadores.
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Abstract

ABSTRACT

Cisplatin is an antineoplasic agent widely used in oncology. The loss of DNA Mismatch
Repair System (MMR) has been related to cisplatin resistance. Hyperthermia (H) has been
administered to cancer patients in combination with radiotherapy and chemotherapy in order
to potentiate their toxicity. H induces the synthesis of Heat Shock Proteins (HSPs) in cells. The
HSPs are molecular chaperones which play housekeeping functions in the cell. It has also been

described HSPs can promote different DNA repair mechanisms.

The aim of this work is to investigate the effects of H and HSPs (Hsp27 and Hsp72) on
cPt sensitivity under MMR-deficient and -proficient conditions, and to evaluate the predictive
value of DNA damage in peripheral blood lymphocytes (PBL) from cancer patients.
HCT116+ch2 and HCT116+ch3 (MMR-deficient/proficient, respectively) colon cancer cell lines
and PBL from cancer patients were in vitro exposed to cPt and H+cPt. H increased cisplatin
adducts formation, phosphorylation of H2AX, CHK1 and CHK2, and decreased MMR proteins
expression. MMR+ cells decreased viability after H+cPt treatment. Colocalization analysis
revealed that HSPs and MMR proteins are associated at basal conditions, and these
associations increase after cPt exposure. These results suggest that H may potentiate
genotoxic effect of cPt in a MMR-independent manner, although H effect on sensitivity may be
higher for MMR+ cells. In addition, MLH1 and MSH2 are client proteins of Hsp27 and Hsp72.
Lower intrinsinc DNA damage, higher DNA-cPt adduct formation (evaluated by alkaline comet
assay) and higher levels of yH2AX foci were observed in PBL from patiens with complete
clinical response than in chemoterapy-resistant patients. It is necessary to increase the
number of patients in order to verify the observed trend and the predictive value of these DNA

damage markers.
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Capitulo 1 - Introduccién

CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1. Dafio y reparacion del ADN
1.1.1. Descripcion general

Nuestro genoma se encuentra expuesto continuamente a diversos tipos de agentes,
tanto exdégenos como enddgenos, que causan alteraciones de variada magnitud en el ADN.
Entre los agentes exdgenos fisicos se incluyen las radiaciones ionizantes y UV; mientras que en
el grupo de agentes quimicos se encuentran por ejemplo el benzopireno, los asbestos, el humo
del cigarrillo y la N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG). Agentes enddgenos originados
a partir del metabolismo aerobio normal de la célula, como las especies reactivas del oxigeno
(ROS) y del nitrégeno (NOS), originan dafio oxidativo en el ADN. Por otra parte, durante el
metabolismo del ADN (replicacion, recombinacién, etc.) también pueden ocurrir alteraciones
[1]. Por ejemplo, las ADN polimerasas replicativas presentan una alta fidelidad pero pueden
incorporar hasta 107 nucleétidos incorrectos en cada ciclo de divisién celular; mientras que
otras ADN polimerasas conocidas como ADN polimerasas de translesion poseen una fidelidad
de replicacion menor, ya que carecen de lectura correctora de prueba y por ende son capaces
de originar mayor cantidad de errores [2]. Si los dafos inducidos en el ADN no son reparados
correctamente puede ocurrir la detencion del ciclo celular, muerte celular, o bien en el peor de

los escenarios, mutaciones y riesgo de transformaciones malignas [3].

Afortunadamente, las células cuentan con maquinarias enzimaticas especializadas en
la reparacion de los mdultiples tipos de dafios que puede sufrir el genoma. El correcto
funcionamiento de los sistemas de reparacién del ADN es crucial para remover las mutaciones
en el ADN y mantener la integridad gendmica en las células. En los organismos superiores,
existen cinco grandes mecanismos de reparacion del ADN: a) Reparacion por escisién de bases
(Base Excision Repair: BER); b) Reparacién de bases mal apareadas en el ADN (Mismacth
Repair: MMR); c) Reparacién por escisiéon de nucledtidos (Nucleotide Excision Repair: NER); d)
Reparacidn por recombinacion homéloga (Homologous Recombination: HR); y e) Reparacion
por recombinaciéon no homéloga (Non Homologous End Joining: NHEJ) [4]. Cada uno de estos
mecanismos es capaz de intervenir en la deteccién y correccidon de lesiones especificas en

determinadas fases del ciclo celular (Tabla 1.1) [5].

Proteinas de golpe de calory reparacion del ADN en lineas celulares tumorales y en pacientes
oncoldgicos tratados con andlogos del platino Pagina 8



Capitulo 1 - Introduccién

Tabla 1.1- Principales mecanismos de reparacién del ADN en el ser humano.

BER Bases desaminadas, modificadas y oxidadas. G1;S
(Base Excision Repair) Sitios abasicos. Rupturas de simple cadena.
NER Distorsiones de la doble hélice: fotoproductos y G1;S; G2-M
(Nucleotide Excision Repair) productos de adicién (hidrocarburos arométicos
policiclicos, aductos de cisplatino, etc.)
MMR Nucledtidos mal apareados por errores en la S
(Mismatch Repair) replicacion, bases modificadas, inserciones o
deleciones.
HR Rupturas de doble cadena (generalmente, S; G2-M
(Homologous Recombination) cromdtides hermanas), uniones cruzadas.
NHE)J Rupturas de doble cadena. G1
(Non Homologous End Joining)

Este trabajo se ha enfocado en el estudio de componentes del sistema de reparacién
de bases mal apareadas o MMR, por lo que a continuacidn solo sera descripto en detalle este

mecanismo.

1.2. Sistema de reparacion de bases mal apareadas (Mismatch Repair: MMR)
1.2.1. Caracteristicas y componentes

El sistema de reparacion de bases mal apareadas (MMR) es un mecanismo
postreplicativo, que actia durante la fase S del ciclo celular, y corrige los errores generados
durante la sintesis del ADN que escapan de la lectura correctora de pruebas de las enzimas
ADN polimerasas [5]. Este sistema incrementa la fidelidad replicativa en las células,

disminuyendo la tasa de mutaciones a un orden entre 10°-10™![2].

El sistema MMR se encuentra altamente conservado a lo largo de la cadena evolutiva,
guardando similitudes con el modelo procariota de Escherichia coli. En el ser humano se han
identificado diversos componentes en base a su homologia con E.coli que incluyen: MSH (MutS
Homologue), MLH (MutL Homologue), EXO1 (Exonuclease 1), RPA (Replication Protein A), PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen), ADN polimerasa 6 y ADN ligasa | (Tabla 1.2.1.1) [1].

Tabla 1.2.1.1. Componentes del sistema MMR y sus funciones. Adaptado de Li GM, Cell Research,
2008; 18: 85-98 [1].

E. coli Human Funcidn
(Muts)? MutSa’® Reconocimiento de la lesion
MutSB
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Capitulo 1 - Introduccién

(MutL)2 MutLo® Promotor molecular; actividad endonucleasa,
finalizacién del paso de escision
MutLB
MutLy
MutH & Discriminacion de cadena; actividad endonucleasa
UvrD (Mut U) * ADN helicasa
Exol, ExoVII Exonucleasa 3°-5; escision de la base mal apareada
ExoX, Rec) EXO1 Exonucleasa 5°-3°; escision de la base mal apareada
Holoenzima Pol IlI Pol Sintesis de reparacién del ADN
PCNA Promotor molecular; activacion de endonucleasa

MutLa en MMR dirigido por el corte 3°; factor de
procesividad en la resintesis del ADN

SSB RPA Unién a ADN de cadena simple; estimulacién de la
escision; finalizacion de la escision del ADN; factor
promotor de la resintesis del ADN.

HMGB1 Proteina accesoria con capacidad de unirse y curvar
al ADN; estimulacion de la escisién del ADN
Complejoy RFC Carga de PCNA; reparacién dirigida por el corte en
3’; activacion de la endonucleasa MutLa
ADN Ligasa ADN ligasa | Sellado de la unién quimica.

® Principales componentes en células
*Aun no identificados
2 . . 7.

Complejos homodiméricos

Hasta el momento se han descripto en el ser humano cinco proteinas homdlogas a
MutS (MSH2, MSH3, MSH4, MSH5, MSH6) y cuatro a MutL (MLH1, MLH3, PMS1 y PMS2).
Mientras que en las bacterias MutS y MutL funcionan como proteinas homodiméricas, los
homoélogos eucariotas claves del sistema MMR han evolucionado como heterodimeros
conformando tres subunidades: MutSa (MSH2+MSH6), MutSB (MSH2+MSH3) y MutlLa
(MLH1+PMS2) [6]. Como se ha mencionado, el sistema MMR es un sistema post-replicativo,
gue reconoce especificamente malos apareamientos (pares de bases distintos a los de Watson
y Crick) y pequefios bucles de nucledtidos extra helicoidales (“insertion/deletion loops”, IDLs)

(Figura 1.2.1) [7].

a) Nucledtido mal apareado b) Bucles de insercion o delecién de nucledtidos

MutSa MutSp

. A
o o
s N g 5 5
3 . 5 3 5
T

Figura 1.2.1. Esquema de los tipos de dafio en el ADN que son reconocidas por el sistema MMR.
a) El complejo MutSa (heterodimero MSH2+MSH6) reconoce y se une a bases mal apareadas. b) El
complejo MutSB (heterodimero MSH2+MSH3) reconoce bucles de nucledtidos extrahelicoidales.
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El complejo MutSa detecta bases simples mal apareadas o IDLs de uno o dos
nucledtidos, aunque es capaz de reconocer IDLs de mayor extensién con baja afinidad. El
complejo MutSB reconoce IDLs de 2 a 10 nucledtidos, detecta débilmente IDLs de un
nucléotido y es practicamente inerte para bases mal apareadas [8]. Los IDLs se forman en las
regiones repetitivas del genoma conocidas como microsatélites, debido a un alineamiento
incorrecto de la ADN polimerasa durante los ciclos de disociacién y asociacién enzima-ADN que
ocurren durante la replicacién. Los IDLs representan un caso particular, ya que escapan a la
lectura correctora de prueba de las ADN polimerasas, y por lo tanto, su reparacion depende
predominantemente del sistema MMR [9]. Una de las caracteristicas de las células deficientes
en el sistema MMR es la presencia de cambios frecuentes en el nimero de repeticiones del
ADN microsatélite, este fendmeno es conocido como inestabilidad de microsatélites
(Microsatellite Instability, MSIl) y es caracteristico en el Sindrome de Lynch o cancer de colon

no poliposo hereditario (Hereditary NonPolyposis Colorectal Ccancer, HNPCC) [10].

En el ser humano, los complejos MutL estdn formados por la combinacién de la
proteina MLH1 con PMS2 (human Post-Meiotic Segregation protein 2), o con PMS1 (human
Post-Meiotic Segregation protein 1) o con MLH3, formando respectivamente los
heterodimeros MutLa, MutLB o MutLy. El complejo MutLa constituye una de las subunidades

Ill

centrales del sistema MMR, siendo considerado el “promotor molecular”, ya que facilita el
ensamblaje de un complejo funcional que coordina el reconocimiento inicial del dafio con la
magquinaria de reparacion [11]. Ademas este complejo posee actividad endonucleasa presente
en PMS2, esencial para la reparacion de ciertos heteroduplex [12]. El complejo Mutly
interviene en la meiosis, actuando en el procesamiento de intermediarios de recombinacidn
meidtica en conjunto con el complejo MSH4-MSH5 [13, 14]. Ademads, se cree que este
heterodimero podria tener un rol menor en el sistema MMR, precisamente en la reparacién de
IDLs dependiente de MutSP. Sin embargo, se desconoce aun la funcién bioldgica del complejo
MutLpB. Recientemente se ha propuesto que MutLB podria funcionar como un factor accesorio
que facilitaria la actividad del sistema MMR dependiente de MutlLa [15]. La Tabla 1.2.1.2
resume las funciones de los componentes del sistema MMR en el ser humano.

Tabla 1.2.1.2 Proteinas involucradas en el sistema MMR del ser humano. Extraido de Jiricny J y
colaboradores, Nat Rev Mol Cell Biol. 2006; 7:335-346 [11].

Complejo Componentes Funcidn
MutSa MSH2, MSH6 Reconocimiento de bases mal apareadas y pequefios IDLs
MutSp MSH2, MSH3 Reconocimiento de IDLs
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MutLa MLH1, PMS2 Forma un compuesto ternario con el ADN y MutSa,
incrementa la  discriminacién entre homoduplex vy
heteroduplex, también participa en la recombinacion

meiotica

MutLp MLH1, PMS1 Desconocida

MutLy MLH1, MLH3 Funcién primaria en la recombinaciéon meidtica; respaldo de
MutLa

Funcionalmente el sistema MMR comprende tres pasos esenciales: a) reconocimiento
del sitio mal apareado, b) escisidn de la cadena de ADN que contiene el error, y c) la sintesis de
reparacion libre de error. La primera etapa del proceso involucra los complejos MutS y MutL,
los cuales reclutan otros polipéptidos, exonucleasas, polimerasas, y factores de reparacion
necesarios para las siguientes fases del proceso. Ciertas caracteristicas otorgan al sistema
MMR una elevada eficiencia. La primera de ellas es que las bases mal apareadas deben
corregirse antes del siguiente ciclo de replicacion. Si no fuera asi, la mitad de las células hijas
serian portadoras de la mutaciéon. La segunda caracteristica es que los factores de
reconocimiento del sistema MMR son capaces de detectar diferentes tipos de distorsiones en
la doble hélice de ADN. Esto se debe a que los malos apareamientos originados por los
distintos pares de bases y los IDLs tienen diferentes estructuras. La tercera caracteristica es
que el sistema de reparacion puede distinguir entre la cadena parental y la cadena hija de ADN

y dirigir la reparacidn a la cadena recién sintetizada [9].

1.2.2. Reconocimiento del dafio en el ADN: Union de los complejos MutS y MutL

El proceso se inicia con la incorporacién del complejo MutS al mal apareamiento en el
ADN (mismatch), a través de un residuo Phe en el motivo Phe-X-Glu, localizado en el extremo
N-terminal de su cadena polipeptidica [16]. En los eucariotas, este motivo se encuentra en la
proteina MSH6 pero no en MSH2 ni MSH3, lo cual indica que sélo MSH6 estd involucrada en el
reconocimiento inicial de la base mal apareada. Cuando el residuo de Phe se encuentra
mutado (Phe cambia por Ala), el heterodimero MutSa (MSH2-MSH®6) pierde su capacidad de
unién al ADN [17]. La proteina MSH3 posee varios aminoacidos polares y basicos que
interactian con el esqueleto azucar-fosfato de los IDLs, otorgandole al complejo MutSB
(MSH2-MSH3) la habilidad para unirse a IDLs de distinto tamafio. Llamativamente, la proteina
MSH2 que no participa en la unién a bases mal apareadas en el complejo MutSa, establece
contacto con los IDLs de mayor tamafio en MutSB [18]. De este modo, el extremo N-terminal
de las proteinas MSHs tiene funciones claves en el reconocimiento de la lesidon, mientras que el

dominio C-terminal, donde reside la actividad ATPasa, es esencial para los pasos posteriores
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del proceso de reparacién. El reconocimiento y unién de MutSa a la base mal apareada,
reaccion facilitada por PCNA, desencadena la interaccidn entre MutSa y MutLa y la formacion

de un compuesto ternario con el ADN en presencia de ATP [19].

Los homdlogos eucariotas de MutL también poseen actividad ATPasa, la cual se
encuentra en su dominio conservado N-terminal. El dominio C-terminal de MutLa no esta tan
conservado y es donde se encuentra la actividad endonucleasa [6]. Del mismo modo que
MutS, MutLa también atraviesa un cambio conformacional cuando se une a ATP. Aln no esta
claro si este complejo ternario con MutSa y el ADN se forma mientras MutSa esta unido a la
base mal apareada 6 si MutSa/MutLa interactdan en el ADN homodduplex una vez que se ha
formado el anillo MutSa-ATP y abandonado el sitio mal apareado. Sin embargo, se sabe que el
heterodimero MutlLa no es necesario para que MutSa atraviese el cambio conformacional

dirigido por la unién a ATP, esto se explica en detalle mas adelante [9].

1.2.3. Discriminacién entre la cadena hija y parental

Dado que la reparacién del ADN esta dirigida a la cadena recién sintetizada, en los
eucariotas la sefal de discriminacién entre la hebra hija y la parental estd dada por los cortes
(nick) 3"y 5° presentes entre los fragmentos de Okazaki de la cadena retardada; y ademas por
los extremos 3 libres de la cadena conductora que permanecen transitoriamente sin sellar
durante el proceso de replicacion [8]. Se han propuesto tres modelos a través de los cuales las
proteinas del sistema MMR facilitarian la comunicacion entre la base mal apareada vy la sefial
de discriminacion de cadena, dos sitios fisicamente separados en el ADN (Figura 1.2.3). El
“modelo de translocacion” propone que la hidrélisis del ATP es la fuerza que dirige la
translocacion de MutsS a lo largo del ADN formando bucles de ADN que aproximan el sitio mal
apareado y la sefial de discriminacién de cadena [20]. En el “modelo molecular switch o sliding
clamp” (interruptor molecular o pinza deslizante), MutSa-ADP o MutSB-ADP, reconocen y se
unen al ADN en el sitio de la lesidn, intercambidandose ADP por ATP. La unién del complejo
MutSa a la base mal apareada inhibe la hidrdlisis de ATP, y luego un cambio conformacional
libera al complejo del sitio de la lesidn, en forma de un anillo que se desliza a través del ADN
[21, 22]. De acuerdo con este modelo, el complejo MutS se aleja del sitio mal apareado para
encontrar la sefial de discriminacidn de cadena, y para reclutar factores de reparacidn o activar
factores que pueden estar unidos a él. El “modelo estacionario” propone que las interacciones
entre las proteinas del sistema MMR inducen una vuelta en el ADN que acerca estos dos sitios
distantes, mientras que MutS permanece unido al ADN [23]. Actualmente los dos primeros

modelos son los mas aceptados, apoyados por los resultados de Pluciennik y colaboradores
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[24]. Sus experimentos demostraron que una DBSs o una proteina “roadblock” entre la base
mal apareada y el nick (dos sitios alejados en el ADN), inhibe la reparacién in vitro del sistema
MMR, esto significa que la existencia de un impedimento fisico entre estos dos sitios

bloquearia la reaccién de reparacion.

Y 3
3 Vv 5
( ) MSH
=" AN A -
1] S— 1] — —‘ }_ —
~
ATP & MLH . ATP @» MULH
ADP+Pi 9 EXO1 r_ o 9 ADP+Pi 9 EXO1
-« —
C@ ey, .>< 5]
= ATP ADP
(a) Translocacién {b) Molecular switch (c) Estacionario

Figura 1.2.3. Esquema de los modelos propuestos para la conexion del sitio mal apareado y
la sefial de discriminacidn de cadena. Los modelos maviles (a) y (b) postulan que las proteinas
MSH se unen a la base mal apareada y luego se alejan del sitio en busca de la sefal de
discriminacion de cadena (mella). El “modelo de translocacion” (a) sostiene que la hidrdlisis de
ATP dirige el movimiento unidireccional del heterodimero MSH, resultando en la formacion de
un bucle tipo a. En el modelo “molecular switch” (b) la unién del heterodimero MutS (unido a
ADP) a la base mal apareada desencadena el intercambio de ADP por ATP promoviendo un
deslizamiento del complejo que puede ocurrir en direccién 5°o0 3" alejandose del mismatch. En
la figura sélo estd representado el deslizamiento en direccién hacia el nick. En el “modelo
estacionario” (c) el complejo MutS (heterodimero MSH) permanece unido a la base mal
apareada. La interaccidon entre proteinas induce un bucle en el ADN que atrae a los dos sitios
distantes. EXO1 interactia con MSH2 y MLH1 en el sitio del nick, permitiendo su reclutamiento
y carga en el ADN. Diagrama traducido de Li GM, Cell Research, 2008; 18: 85-98 [1]

1.2.4. Proteinas accesorias que intervienen en el sistema MMR

Los complejos MutSa, MutSB y MutLa poseen motivos PIP (PCNA Interacting Peptide) a
través de los cuales interactian con PCNA [25,26]. PCNA transfiere los complejos MutS al ADN
heteroduplex [27], se une al ADN en el extremo libre 3" a través del factor de replicacién RFCy
junto con éste, forman un anillo alrededor del ADN que permite el anclaje de proteinas, como
es el caso de las proteinas MMR. PCNA no sélo es requerido en la etapa de resintesis del ADN,
sino también para activar la funcion endonucleasa de MutLa necesaria para la reparacion de
las bases mal apareadas con sitio de corte en el extremo 3’ (heteroduplex 3°) [12, 28]. EXO1

(exonucleasa 5'= 3’) realiza la remocién de la cadena hija de ADN en presencia de un sitio de
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corte en el extremo 5° del mismatch (heteroduplex 5°), con la participacién de MutSa o MutSB
y RPA. En el caso de la escisiéon del heteroduplex 3°, la actividad endonucleasa de MutLa
(activada por MutSa, PCNA y RFC) daria origen a incisiones distales al sitio de la lesidn en el
ADN, que constituirian puntos de inicio para la remocién del ADN por la actividad 53" de
EXO1 [12]. Esta hipdtesis proviene de estudios con sistemas purificados donde MutSa, MutLa,
EXO1, PCNA y RFC fueron capaces de llevar a cabo la remocién de la base mal apareada tanto

en heteroduplexs 3’'como en 5’, sin necesidad de la accidén de otra exonucleasa [29, 30].

Entre los factores accesorios que participan en el sistema MMR humano tambén se
encuentran RPA, HMGB1 (High Mobility Group Binding 1) y ADN Polimerasa 6 [7]. RPA se uney
protege al ADN de cadena simple generado durante el paso de escision, estimula la finalizacion
de la escisién por EXO1 vy facilita la resintesis del ADN [31]. Cuando RPA no estd fosforilado,
presenta una alta afinidad por el ADN, lo cual es necesario para proteger al ADN de cadena
simple y para desplazar al complejo MutSa/MutLa que se encuentra ligado al ADN. Luego del
reclutamiento de la ADN Pol 6 a la regiéon de ADN simple cadena (gap), la fosforilacion de RPA
reduce la afinidad del complejo RPA-ADN, facilitando la resintesis del ADN por la polimerasa §
[32]. No se conoce con certeza la funcién de HMGB1 en el sistema MMR. Se sabe que esta
proteina es capaz de unirse al ADN y curvarlo, acercando sitios distantes y facilitando la
interaccion de proteinas necesarias para el procesamiento de la lesién en el ADN. En el caso de
MMR, se ha propuesto que HMGB1 tendria lugar en el paso de escision del mismatch,
especificamente atenuando la escision del ADN por parte de EXO1. Sin embargo, se ha
demostrado en ensayos in vitro que su participacidn no es esencial para la reparacién por

MMR [31, 33].

1.2.5. Reaccion de reparacion del sistema MMR

A modo de sintesis, existen dos tipos de reacciones MMR dependiendo de si el corte se
encuentra en sentido 56 3" respecto a la lesién en el ADN (Figura 1.2.5). En el caso del
heteroduplex 5°, la combinacién de MutSa o MutSB, RPA y EXO1, promoverian la degradacion
de la cadena hija desde el corte 5" en direccidn a la base mal apareada; luego la sintesis de
reparacion estaria a cargo de Pol §, PCNA, RFC y RPA. En el caso del heteroduplex 3’, la
difusién de un complejo MutS activado resultaria en el encuentro de una molécula PCNA en el
extremo 3" adyacente a la ruptura de cadena [11]. En este caso, se formaria un complejo entre
MutSa, MutLa, EXO1, PCNA y RFC en el extremo 3" del corte, que activaria la funcién
endonucleasa de MutlLa para que introduzca cortes en direccion 5a la base mal apareada,

generando un sitio de inicio para que EXO1 lleve a cabo la degradacion del ADN en direccién al
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mismatch. RPA se uniria al ADN de cadena simple resultante y la ADN Pol$ realizaria la sintesis
de reparacién. Por ultimo, la ADN ligasa | sellaria el corte remanente, completando asi el

proceso de reparacion [8].

utSa
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Figura 1.2.5. Etapas propuestas para la reparacion de bases mal apareadas en el ADN por el
sistema Mismatch Repair (MMR). El diagrama describe los pasos secuenciales de la reaccion
MMR. (a) El complejo MutSa o MutSB reconoce la mutacidn y se une al ADN en el sitio del
mismatch, esto desencadena un cambio de conformacién del complejo, el intercambio de ADP
por ATP y el reclutamiento de MutLa (b). De acuerdo con el modelo “molecular switch”, este
complejo ternario se desplazaria alejandose de la base mal apareada en busqueda de la seiial
de discriminacién de cadena. En el caso de un heterodudplex 5° (con una ruptura de cadena
aguas arriba del sitio mal apareado), estos complejos reclutarian a EXO1 para que lleve a cabo
la escision de la cadena hija en direccion 5 =3 (c). En el caso de un heteroduplex 3’, los
complejos se encontrarian con una molécula de PCNA adyacente al sitio de corte 3’. Esto
activaria la funcién endonucleasa de Mutla, la cual produciria varios cortes 5°del mismatch
para generar un sitio de entrada para EXO1. El ADN de simple cadena, que resulta de la
actividad de EXO1, seria resguardado por diversas moléculas de RPA; mientras que ADN Polb
llevaria a cabo la sintesis del ADN junto con los cofactores PCNA y RFC (d). En la ultima etapa
del proceso de reparacion, la enzima ADN ligasa | sellaria la mella remanente (e).
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1.2.6. Funciones no candnicas del mecanismo MMR

Ademas de mantener la estabilidad gendmica a través de la correccién de los errores
originados durante la replicacién del ADN, el sistema MMR también realiza esta funcidn
suprimiendo eventos de la recombinacién homedloga [34]. A su vez, se ha reportado que las
proteinas del sistema MMR intervienen en la sefializacién de ciertos tipos de dafio y en la
detencién del ciclo celular [35, 36]. Sin embargo, algunas de sus funciones tienen un rol
mutagénico [37]. Este es el caso de los complejos MutSB que promueven la expansion de las
repeticiones de trinucledtidos [38], regiones responsables de varios desérdenes
neurodegenerativos como el sindrome de X fragil, la enfermedad de Huntington, distrofia
miotdnica, etc. Las funciones no candnicas del sistema MMR también tienen protagonismo en
los procesos de hipermutacion somatica y en el cambio de clase de la cadena pesada de los
linfocitos B [39, 40]. En este caso los eventos de reparacidon son mutagénicos debido a la
ausencia de una sefial de discriminacidon de cadena, ya que el proceso no esta acoplado a la

replicacién del ADN.

1.2.7. Relevancia clinica del sistema MMR

La inactivacidn del sistema MMR en el ser humano produce inestabilidad gendmica y
causa una fuerte predisposiciéon al desarrollo tumoral. Los defectos en esta via se han
detectado en el 10-15% de ciertos tipos de cdncer esporadico (colorectal, de endometrio y de
ovario), y en mas de la mitad de los casos de cancer de colon no poliposo hereditario (HNPCC),
también conocido como Sindrome de Lynch [41]. El HNPCC es un sindrome autosémico
dominante causado por la mutacién germinal de uno o varios genes del sistema MMR. Se han
identificado mutaciones en los genes MLH1, MSH2, PMS1, PMS2, MSH6 y MLH3 [42-44]. Las
mutaciones en los genes MLH1 y MSH2, ocurren en el 50-60% de los casos, mientras que las
mutaciones en MSH6 y PMS2 son raras y de menor penetrancia. Del total de mutaciones
identificadas en los genes MLH1 y MSH2, el 29% y 16% respectivamente, son mutaciones de

cambio de sentido (missense mutations) que producen la sustitucion de un aminoacido [43].

Por otra parte, la mutacion en los genes del sistema MMR causa alteraciones en la
longitud de secuencias repetitivas del genoma, es decir MSI. Si bien la MSI fue relacionada por
primera vez con defectos del sistema MMR en pacientes con HNPCC, ha sido identificada en
otros tumores (tumores de colon, endometrio, ovario, estdmago, cervical, mama, pulmonar,
préstata y vejiga, también glioma, leucemias y linfomas) [45]. La MSI en tumores esporadicos

no coldnicos se asocia a menudo con la hipermetilacion del promotor del gen MLHI1; aunque
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llamativamente, se han identificado pocas mutaciones en los genes del sistema MMR en estas

células [46, 47].

Los defectos en el sistema MMR, ademds de relacionarse con la predisposicién a la
oncogénesis, han sido vinculados con la resistencia a ciertos agentes antineopldsicos como
cisplatino, 6-tioguanina y MNNG (N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina). Dicha resistencia
puede ocurrir directamente por la pérdida de la capacidad de la célula para detectar el dafio al
ADN vy activar la apoptosis, o indirectamente por el incremento de la tasa de mutacion del

genoma [48].

1.3. Marcadores de dafio en el ADN

1.3.1. yH2AX

La proteina H2AX es una variante de la histona H2A, proteina estructural de los
nucleosomas, que en mamiferos representa el 2 a 25% de la histona H2A, segun el organismo y
tipo celular. H2AX estd formada por un dominio central globular, flanqueado por los dominios
amino y carboxilo terminal, el cual posee sitios para diversas modificaciones post-
traduccionales [49]. H2AX es similar en estructura a otras variantes de la histona H2A, pero se
distingue por la presencia de un motivo SQ en el extremo C-terminal con un residuo de serina
denominado omega-4. Tanto el motivo SQ como el residuo omega-4 se encuentran altamente
conservados en la cadena evolutiva [50]. En el ser humano, el residuo omega-4 corresponde a
la ser 139 que se fosforila rdpidamente en presencia de rupturas de doble cadena (Double
Strand Breaks, DSBs). La forma fosforilada de H2AX (Ser139) se denominé yH2AX debido a que
se observé por primera vez en células expuestas a radiacion y [50, 51]. La fosforilacion de H2AX
es mediada por proteinas sensoras de la familia PI3-quinasas: ATM (Ataxia Telangiectasia
Mutated), ATR (AT and Rad3-Related protein) y DNA-PK (DNA-dependent Protein Kinase)
(Figura 1.3). Cuando se produce el dafio en el ADN, la fosforilacion de H2AX ocurre en primer
término en la cromatina que rodea al sitio de la ruptura de cadena. Posteriormente, cientos a
miles de moléculas de yH2AX rodean un Unico sitio de DSBs dando origen a un foco, cuya
funcién consiste en la apertura de la cromatina y en la constituciéon de una plataforma para el
reclutamiento de diversos factores de reparacion involucrados en la respuesta al dafio en el
ADN [52]. Entre los factores reclutados al sitio del dafio se encuentran las cohesinas, proteinas
necesarias para el mantenimiento de la cohesidon de las cromatides permitiendo asi una

correcta reparacién del ADN [53].
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La exposicion a distintas fuentes de radiacién, como rayos X, radiacion y, iones
pesados, induce en forma directa las DSBs en el ADN. Ademas, el tratamiento de las células
con agentes citotoxicos como inhibidores de la sintesis del ADN, agentes alquilantes,
inhibidores de topoisomeras | y Il, y peréxido de hidrégeno conduce indirectamente a la
formacién de DSBs y por lo tanto, a la expresion de yH2AX [49]. Esto ocurre como
consecuencia de la reparacidn o intento de reparacidon de rupturas de simple cadena o de
aductos que origina DSBs al interferir con el progreso de los complejos de replicacién y
transcripcién de la lesién original. Es importante mencionar que se han descripto focos de
YH2AX que pueden ser desencadenados por factores intrinsecos como el estrés replicativo,
dano oxidativo, envejecimiento o el metabolismo del ADN, los que pueden ser independientes

de DSBs [54].

En relacién al sistema MMR, se ha reportado en células Hela que la proteina MSH6
colocalizd con yH2AX luego de la exposicion a radiacion ionizante, mientras q las células Hela
knokdown para MSH6 exhibieron focos yH2AX persistentes través del tiempo los cuales se
asociaron a DSBs (detectadas también por ensayo cometa). Sin embargo, se desconoce si la

deficiencia del sistema MMR puede causar focos yH2AX espontdneos [55].

La induccion de yH2AX luego de la exposicion a diversos agentes puede ser detectada y
cuantificada por inmunoblot, inmunofluorescencia, inmunohistoquimica, ELISA y citometria de
flujo [51]. La eficiencia en la deteccidn de yH2AX convierte a esta proteina en un biomarcador
de DSBs del ADN. Si bien en un principio la determinacion de yH2AX se utilizé para estudiar el
dafio del ADN en investigacion bdsica, en la actualidad, también se esta aplicando en areas
traslacionales. Estas dreas incluyen biodosimetria, desarrollo de drogas, estudios de
contaminantes ambientales, monitoreo de pacientes en ensayos clinicos y tumorigénesis [56-

58].

1.3.2. 53BP1

La proteina 53BP1 (p53-binding protein 1) tiene como funcidn principal en la célula
regular la sefalizacidon de las DSBs [59]. En el afio 1994 se describidé por primera vez que
interactuaba con el supresor tumoral p53, sin embargo la significancia de esta interaccién adn
se desconoce [60]. Desde entonces, su funcién en el mantenimiento de la integridad gendmica
se ha investigado intensamente. 53BP1 es un traductor del cddigo de histonas, ya que se une a

modificaciones especificas de la cromatina que se producen en respuesta a las DSBs. Cuando
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se originan DSBs en el ADN, 53BP1 se acumula rapidamente en la cromatina que rodea el
dano, por ello es utilizado como marcador de DSBs [61]. El proceso de reclutamiento de 53BP1
se inicia tras la fosforilacién de H2AX mediada por ATM. La fosforilacién de esta histona recluta
a MDC1 (Mediator of DNA damage Checkpoint protein 1), que en conjunto con yH2AX,
promueve la movilizacién de otras proteinas al sitio de la ruptura intervieniendo ademas en la
detencion del ciclo celular [62]. Estas proteinas (no nombradas aqui) promueven
modificaciones en las histonas que conforman la cromatina y que se encuentran adyacentes a
la DSB. Especificamente, desencadenan la ubiquitinacién del residuo Lisina 15 de H2A
(H2AK15Ub) y la metilacién de Lisina 20 de la histona H4 (H4K20me2). Estas modificaciones
especificas en las histonas H2A y H4 reclutan a 53BP1 [63]. Una vez unido al ADN dafado
53BP1 lleva a cabo varias funciones (Figura 1.3). Primero, actia como un armazén molecular
para proteinas de reparacion y de sefalizacion de DSBs [62]. La segunda funcién consiste en
amplificar la actividad de ATM y promover los puntos de control dependientes de ATM en
presencia de bajos niveles de dafio en el ADN [64]. Se ha demostrado que 53BP1 es capaz de
estimular la actividad de ATM a través de su interaccién directa [65]. Una tercera funcion de
53BP1 es la de proteger los extremos de las DBSs durante su procesamiento por la maquinaria
de reseccion en la fase G1, regulando asi el mecanismo de reparacion del ADN que va a
intervenir. Por ultimo, promueve la sinapsis de los extremos distales de ADN durante la NHEJ,

si bien no es un componente estructural de esta via de reparacién [66].

Al igual que yH2AX, la determinacién de focos de 53BP1 es utilizada en investigacion
basica como marcadores de DSBs en el ADN. Desde hace algunos la expresién de 53BP1
también es empleada en el campo de la investigacion traslacional para el monitoreo del dafio
en el ADN y como marcador predictivo de respuesta al tratamiento oncoldgico en linfocitos de

sangre periférica o en biopsias de pacientes [67-69].
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Figura 1.3. Secuencia de reclutamiendo de los marcadores de dafio en el ADN. En presencia de un dafio en
el ADN, la variante de histona H2AX es fosforilada por miembros de la familia PI3K; ATR en el caso de las
lesiones que impiden la replicacion del ADN o por ATR/DNA-PK en presencia de rupturas de doble cadena
(DSBs). La fosforilacion de esta histona recluta numerosos factores necesarios para la reparacion, entre ellos
MDC1. MDC1 luego de unirse al ADN activa a otras proteinas (no nombradas aqui) que desencadenan
modificaciones en las histonas que conforman la cromatina y que se encuentran adyacentes a la DSB. A su
vez, estos cambios en la cromatina son detectados por 53BP1, el cual se une al sitio del dafio. Del mismo
modo que YH2AX, 53BP1 sirve de plataforma para el reclutamiendo de proteinas accesorias, formando los
denominados “focos de reparacion”. Las flechas de color negro representan activacion, las flechas verdes
significan reclutamiento y las flechas de color azul sefialan la funcidn de estos marcadores.

1.4. Proteinas de golpe de calor

1.4.1. Generalidades

Los estudios sobre la respuesta al estrés térmico comenzaron en 1962 con los hallazgos
de Ferruccio M. Ritossa, quien describié abultamientos en los cromosomas politénicos
(“puffs”) de las glandulas salivales de la mosca de la fruta Drosophila melanogaster. Estos
abultamientos, que correspondian a regiones de intensa actividad transcripcional, fueron
inducidos rapidamente en respuesta a la exposicidn transitoria de los cultivos a elevadas

temperaturas (30°C, 30 min), (Figura 1.4.1) [70]. Posteriormente en 1974, Tissieres y Mitchell
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caracterizaron estos ARNm que resultaron en la sintesis de un grupo de proteinas a las cuales

denominaron proteinas de golpe de calor (Heat Shock Proteins, HSPs) [71].

() £ ’%& tg
‘\\““ B “‘

Figura 1.4.1. Abultamientos en los cromosomas politénicos de Drosophila melanogaster que
corresponden a la expresidén de genes de las proteinas de golpe de calor de la familia HSP70 (HSPA).
(A) Cromosoma normal. (B) Cromosoma luego de la exposicidn a un golpe de calor. Extraido de Welch
W.J. “How cells respond to stress”, Scientific American, 1993:56-64.

Las HSPs se encuentran altamente conservadas a lo largo de la cadena evolutiva, desde
las bacterias hasta organismos superiores como los animales y las plantas, y representan un
mecanismo de defensa universal frente a un amplio rango de condiciones dafiinas para la
célula [71]. La sintesis de HSPs no sélo es inducida por el calor, sino también por diversas
situaciones de estrés ambiental, como estrés oxidativo, metales pesados, andlogos de
aminodcidos, inhibidores del metabolismo energético, radiacion UV; y también bajo
condiciones patoldgicas, tales como fiebre, inflamacidn, dafio tisular, isquemia, infecciones y
proteinas mutantes asociadas con enfermedades genéticas [72]. Por otra parte, muchas de
estas proteinas también se expresan en células normales no expuestas a un estrés. Por ello se
las ha dividido en dos grupos: las “HSPs constitutivas”, que se expresan en las células en
condiciones normales y las “HSPs inducibles”, que se sintetizan bajo condiciones de estrés

celular [73].

Las chaperonas moleculares son proteinas que interactian, estabilizan o ayudan a una
proteina no nativa a adquirir su conformacion nativa sin estar presente en su estructura final.
Las HSPs constituyen el grupo mas grande de chaperonas moleculares, que no solamente
interactuan con polipéptidos nacientes para asistir su plegamiento y translocacién a través de
las membranas intracelulares, sino que ademas cumplen un rol critico durante el estrés celular

al capturar proteinas desnaturalizadas y prevenir su plegamiento defectuoso y su agregacion.
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Las HSPs intervienen en la recuperacion del estrés ya sea reparando las proteinas dafiadas
(replegamiento proteico) o degradandolas, restaurando asi la homeostasis proteica y

promoviendo la supervivencia celular [74].

En las células de los mamiferos, las HSPs se clasifican tradicionalmente segln su peso
molecular en kDa: HSP110 (HSPH), HSP90 (HSPC), HSP70 (HSPA), HSP60 (HSPD), HSP40 (DNAJ)
y pequeifias HSPs (HSPB). Debido a la creciente expansion de los miembros de cada familia de
HSPs, se ha comenzado a utilizar una nueva nomenclatura, la cual se menciona entre

paréntesis [73].

En sus niveles basales, las HSPs constitutivas llevan a cabo funciones de
mantenimiento, no sdélo limitdndose a su actividad como chaperonas de polipéptidos
nacientes, sino también participando en la estabilizacion de receptores de hormonas
esteroideas, factores de transcripcion y quinasas. A su vez, una misma HSP puede ser
constitutiva e inducible, por ejemplo, Hsp27 (HSPB1) se expresa en niveles basales, pero su
sintesis es inducida en condiciones de estrés [73]. En otros casos, el estrés induce una forma
diferente pero estrechamente relacionada de HSP. Por ejemplo, Hsc70 o Hsp73 (HSPAS) es la
forma constitutiva de Hsp70 (HSPA), mientras que Hsp72 o HSP70-1 (HSPA1A) es su forma
inducible. Otro miembro inducible de la familia HSPA es la proteina HSP70-2 (HSPA1B) la cual
difiere en sélo dos aminodacidos de Hsp72 (HSPA1A) [75]. Ademas, dentro de una misma
familia se encuentran proteinas que cumplen las mismas funciones en determinado
compartimento subcelular o que son especificas de tejido. Tal es el caso de Hsp75 (HSPA9) que
se expresa en mitocondria, Grp78 (HSPA5S) en el reticulo endoplasmico mientras que Hsp70-1t

(HSPA1L) se expresa exclusivamente en testiculo [76].

1.4.2. Expresion génica de las HSPs

En vertebrados, la activacion de los genes que codifican a las HSPs (“heat shock
genes”) esta mediada por cuatro factores de transcripcion denominados “Heat Shock Factors”
(HSF1-4). En humanos, solo tres de estos factores han sido caracterizados (HSF1, HSF2 y HSF4).
HSF1 es el principal factor activado por el estrés, mientras que HSF2 se activa en etapas
especificas del desarrollo, en la diferenciacion celular y durante la inhibicidn del proteosoma
dependiente de ubiquitina. HSF4 se expresa en tejidos especificos (cardiaco, musculo

esquelético, cerebro), esta unido constitutivamente al ADN, y al menos una de sus isoformas

actua como inhibidor de la expresidn génica inducida por el estrés [72,77].
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La respuesta transcripcional al golpe de calor (exposicidn transitoria a temperaturas
por encima de las fisioldgicas) es un proceso de multiples pasos [78]. En condiciones normales,
HSF1 se expresa en forma de mondmero. En condiciones de estrés, la desacetilasa SIRT1 activa
a HSF1, el cual se conjuga con otras moléculas de HSF1 para formar un homotrimero o con una
molécula de HSF2 para formar un heterotrimero, los cuales son capaces de unirse a las
regiones promotoras de los “heat shock genes” [79]. El homotrimero HSF1 o heterotrimero
HSF1,-HSF2 se une al ADN en la regiéon denominada “Heat Shock Elements” (HSE),
caracterizada por multiples repeticiones adyacentes e inversas del pentanucleétido 5 -nGAAn-
3’ [80] y que se localiza cientos de pares de bases “aguas arriba” del sitio de inicio de la
transcripcién [77]. La formacién del homotrimero HSF1 estd relacionada con la respuesta al
estrés celular, mientras que la formacidn del heterotrimero HSF1-HSF2 ocurre frecuentemente
durante procesos del desarrollo [79]. Una vez unido al ADN, se produce la fosforilacién
inducida del residuo Ser230 de HSF1 por la quinasa CaMKII (calcium/calmodulin-dependent
protein kinase ll). La fosforilacion de este residuo es critica para que el homo o heterotrimero
se vuelvan transcripcionalmente activo [81]. Entre los genes que se activan se encuentran
aquellos que codifican a las chaperonas moleculares, entre ellas, Hsp70 y Hsp90. Durante la
atenuacion de la respuesta al estrés, Hsp70 y su co-chaperona Hdjl interactian directamente
con el dominio de activacidon de HSF1 para iniciar su retroalimentacién negativa y asi inhibir su
actividad transcripcional [82]. Por lo tanto, la expresidn de los genes que codifican HSPs esta
regulada positivamente por los HSFs y negativamente por los mismos productos de su

expresion.

A continuacion se describiran las proteinas Hsp27 y Hsp72 debido a que son las HSPs
seleccionadas para el desarrollo de esta tesis. La eleccién de estas proteinas se basé en
resultados previos del grupo de trabajo donde se observd correlacion entre la expresion
nuclear de Hsp27 y Hsp72 en tumores de mama con resistencia a la administracion de
antraciclinas [83]. En un segundo estudio realizado en linfocitos de sangre periférica de
personas sanas expuestos in vitro a H+cPt se caracterizé la expresion de Hsp27, Hsp60, Hsp70 y
Hsp90, encontrandose niveles de expresion elevados estadisticamente significativos para

Hsp27 y Hsp70 [84].

1.4.3. Estructura y funcion de la proteina Hsp27

La proteina Hsp27, también conocida como HSPB1, pertenece a la familia de las
pequefias HSPs (smalls HSPs, sHSPs o HSPB). Las sHSPs se caracterizan por la presencia de un

dominio cristalino conservado, flanqueado por los dominios variables amino y carboxilo
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terminal. Los extremos N- y C- terminal, junto con parte del dominio cristalino, estan
involucrados en la unién del sustrato (Figura 1.4.3.a). Los miembros de esta familia son
chaperonas independientes de ATP, forman complejos oligoméricos, y requieren de otras
familias HSP para el procesamiento de sus sustratos. Dependiendo del sustrato y/o demas

proteinas chaperonas, el sustrato puede ser llevado a degradacidn o replegamiento [75].

Hsp27 puede encontrarse en una estructura de alto peso molecular (por ej.
hexadecameros) o de bajo peso molecular (ej. tetrdmeros y dimeros). En situaciones no
estresantes, la forma no fosforilada de alto peso molecular de Hsp27 es la mds predominante,
formando multimeros que alcanzan los 800 kDa. La fosforilacion de Hsp27 resulta en cambios
conformacionales que conducen a una significativa reduccién del tamafio oligomérico y a la

disociaciéon de los complejos [85].

(a)
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Figura 1.4.3. Estructura y funcion de Hsp27 (HSPB1). (a) Representacidon esquemadtica de la
organizacion estructural de la proteina Hsp27 con sus sitios de fosforilacion en Serina 15 (S15),
78 (S78), 82 (S82) y Treonina 143 (T143). (b) Regulacion de la oligomerizacion de Hsp27 por la
accion de proteinas quinasas y fosfatasas. Esquema adaptado de Katsogiannou M y
colaboradores, Front Genet. 2014,5:346 [85].
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Por ejemplo, durante el estrés térmico, los niveles de los multimeros declinan
incrementando la cantidad de formas fosforiladas de bajo peso molecular. La dindmica entre
dimeros y oligdmeros parece ser requerida para la unién del sustrato y la proteccién contra la
agregacion. Una vez que Hsp27 se une a sus sustratos en estado no-nativos, requiere para su
liberacion de la ayuda de chaperonas dependientes de ATP (Hsp70) o proteasas (Hsp104) que

posteriormente procesaran la proteina cliente [86] (véase mas adelante figura 1.4.4.2).

La regulacion de las funciones de Hsp27 depende en gran parte de su fosforilacién.
Hsp27 posee sitios de fosforilacidn en los residuos serina (S) 15, 78, 82 y treonina (T) 143
(Figura 1.4.3.b) [87, 88]. La oligomerizacién de Hsp27 es regulada por la fosforilacién en S78
y/o S82 mientras que S15 parece tener un efecto pequefio en la oligomerizacion [89]. El
balance fosforilacion/defosforilacién es modulado por diversas quinasas y fosfatasas. Entre las
quinasas involucradas en el proceso se encuentran: MAPK, MK2, MK3, MK5 vy las proteinas
quinasas (PK) A, B, C y D [90]. Hasta el momento la proteina fosfatasa 2A (PP2A) ha sido
involucrada en la desfosforilacién de Hsp27, aunque no se descarta la participacién de otras

fosfatasas [91].

Una de las funciones mejor caracterizada de Hsp27 es su habilidad para interactuar
con varios componentes del citoesqueleto, incluyendo actina, filamentos intermedios y
microtubulos [92,93]. Por ejemplo, en el tejido muscular, Hsp27 se ha encontrado asociada
con los sarcémeros sugiriendo un rol cardioprotector [94]. Luego del estrés térmico, Hsp27 se
acumula en forma reversible en el nucleo en “SC35 splicing speckles”, estructuras implicadas
en el procesamiento de ARN. La localizacién de Hsp27 en estas estructuras no estd asociada
con el replegamiento de proteinas nucleares desnaturalizadas por el calor, sino que colocaliza
con sitios de degradacion de proteinas nucleares [95]. Una de las funciones mas estudiadas de
Hsp27 es su rol antiapoptético. Hsp27 es capaz de inhibir la apoptosis al inactivar a Bax,
bloguear la liberacion de Smac/Diablo y de citocromo C de la mitocondria. También es capaz

de inhibir la via extrinseca y de inactivar la formacién del apoptosoma [96].

1.4.4. Estructura y funcion de la proteina Hsp72

La familia HSP70 (HSPA) constituye para la célula la gran maquinaria que asiste el
plegamiento proteico. Por este motivo, las proteinas de esta familia se dividen funcionalmente
en dos grupos [97]. Uno de ellos interviene en la traduccidn de las proteinas, se asocia a los
ribosomas y se encarga del correcto plegamiento de polipéptidos nacientes; mientras que el

segundo grupo protege al proteoma de diversas condiciones de estrés ambiental. Dentro de
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esta familia se encuentran las proteinas mas inducibles por el estrés, entre ellas, Hsp72

(HSPA1A) [75].

Dominio N-terminal Dominio C-terminal
Enlace
Hsp72  H;N— ATPasa COOH
Asociacion con: Asociacion con:
Hsp40, Bag-1, Hip Hsp40,Hop, Trp-2, Chip

Figura 1.4.4.1. Representacion esquematica de la organizacion estructural de Hsp72 (HSPA1A). La
actividad ATPasa de Hsp72 reside en su dominio N-terminal, al cual también se asocian co-chaperonas.
El dominio C-terminal contiene el sitio de unidon al sustrato y una regién con un motivo EEVD al cual
pueden unirse otras chaperonas. El enlace hidrofdbico conecta el dominio de union de nucledtido y el
dominio de unién de sustrato.

Hsp72 esta constituida por un dominio N-terminal de 45 kDa con actividad ATPasa y
un dominio C-terminal de 25 kDa, que permite la unién del sustrato. Los dominios ATPasa y C-
terminal estan unidos por un dominio de enlace pequefio que acopla la hidrélisis de ATP a la
apertura y cierre de la cavidad de unidn del sustrato (Figura 1.4.4.1). Hsp72 asiste a una gran
variedad de procesos de plegamiento en la célula, por medio de la asociacién transitoria de su
dominio de unidn a sustrato con segmentos peptidicos hidrofébicos cortos de sus proteinas
clientes. En la region C-terminal también se encuentra un motivo EEVD involucrado en la unién
de co-chaperonas y otras HSPs. Al igual que otros miembros de la familia HSP70, Hsp72 oscila
constantemente entre un estado unido a ATP, y otro unido a ADP, y ademads funciona con la
asistencia de cofactores [97]. Por ejemplo, la co-chaperona Hsp40 (DNAJ) estimula la hidrdlisis
de ATP, Hip estabiliza el complejo Hsp70-ADP, mientras que Hsp110, Bag-1 y Hsp27 estimulan
el intercambio ADP-ATP. El cofactor Chip puede inhibir la capacidad de hidrolizar ATP de Hsp70
[75]. La figura 1.4.4.2 muestra el rol de la familia HSP70 en la recuperacién de proteinas mal

plegadas luego de un estrés.

Ademas de prevenir la agregacion y asistir en el replegamiento proteico, Hsp72 posee
otras funciones. Por ejemplo, al igual que Hsp27, Hsp72 es capaz de inhibir la apoptosis en
diferentes etapas de la via: impide la translocacién mitocondrial y activacidn de Bax, uniéndose
a Apaf-1 y bloqueando el reclutamiento de pro-caspasa 9 al apoptosoma, interactuando y
bloqueando AIF, o también inhibiendo a caspasa 3. Ademds, Hsp72 puede suprimir la
senescencia, promover la respuesta inmune y estabilizar la membrana lisosomal afectando el

proceso de autofagia [96-100].
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Figura 1.4.4.2. Representacion esquematica del procesamiento de un sustrato por medio de las proteinas
de golpe de calor (HSPs). Después de la exposicién a un estrés, el sustrato en su conformacién nativa
puede desplegarse. Una vez desplegado, puede agregarse o unirse a una HSP, como Hsp27, Hsp40 o Hsp70
(Hsc70 o Hsp72). Hsp27 y Hsp40 eventualmente llevan el sustrato a Hsp70, la cual posee la maquinaria para
procesarlo. Ademas, los sustratos también pueden ser marcados para la degradacion proteosémica por
Hsp27 y Chip. En la figura también se aprecian los diversos cofactores de la familia Hsp70. Esquema
traducido de Vos MJ y colaboradores, Biochemistry. 2008;47:7001-11 [75].

1.4.5. Hsp27 y Hsp72 en cancer

Las HSPs se encuentran altamente expresadas en diversos tipos de tumores. En
general, la expresion aberrante de HSPs en cancer se ha asociado con mayor agresividad
tumoral, resistencia a la quimioterapia y mal prondstico para el paciente [101]. Es sabido que
las células tumorales sintetizan una gran cantidad de proteinas necesarias para la formacion y
crecimiento del tumor, y para el escape de las células malignas desde el tumor primario a otros
tejidos originando tumores secundarios o metastasis, aumentando asi la demanda de HSPs. El
principal rol de las HSPs en el tumor consiste en estabilizar la gran cantidad de proteinas que
se sintetizan, entre ellas factores de crecimiento, oncogenes y otras proteinas mutadas, como

p53 [102]. Ademas se ha observado que, ejerciendo sus distintas funciones, las HSPs
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intervienen en el desarrollo tumoral, promueven la angiogénesis, la invasién y metastasis, e

influencian la inmunidad del tumor [103].

Como se ha mencionado, Hsp27 y Hsp72 son poderosos inhibidores de las vias de
muerte celular, por lo tanto, su elevada expresion en las células cancerigenas puede
indirectamente estimular el crecimiento tumoral. Se ha descripto que la proteina Hsp27 es
proangiogénica cuando es liberada de las células tumorales, ya que puede unirse a los
receptores y estimular la transcripciéon de VEGF a través de la via NF-kB [104]. Sin embargo,
Hsp27 en el medio extracelular también puede ejercer propiedades anti-angiogénicas a través
de interacciones directas con VEGF, secuestrando este factor [103]. Por otra parte, se ha
reportado que la fosforilacion de Hsp27 regula la transicidn epitelio-mesenquimatica, y el
remodelamiento de los filamentos de actina requeridos para las actividades pro-invasivas y
pro-metastasicas [85]. La presencia extracelular de Hsp27 y Hsp70, influencia el
comportamiento de las células circundantes y estimula la inmunidad a través de citoquinas
pro-inflamatorias (IL-1B, TNF-a) y anti-inflamatorias (IL-10). Por ultimo, se ha reportado que
las células madres cancerigenas (CSC) poseen una alta expresion de HSPs, siendo por ejemplo

Hsp27 y Hsp72 requeridas para el mantenimiento de CSC mamarias [103].

1.4.6. HSPs y reparaciéon del ADN

Las HSPs son proteinas que por excelencia promueven la supervivencia celular. Como
se menciond previamente, son capaces de conferir citoprotecciéon al inhibir distintas etapas de
la apoptosis. Ademads, en los ultimos afios se han reportado evidencias de que, en su rol de
chaperonas, las HSPs podrian facilitar la actividad de ciertos mecanismos de reparacién del
ADN, promoviendo asi también la supervivencia celular. A continuacién se mencionan los

principales hallazgos sobre la participacion de Hsp27 y Hsp72 en la reparacion del ADN.

Los estudios de Robert Bases fueron los primeros que establecieron una relacién entre
HSPs y la reparacién del ADN, en este caso en particular, con el sistema BER. Con sus
colaboradores reporté que Hsp72 es capaz de unirse a la endonucleasa HAP1, perteneciente a
este mecanismo de reparacidn, incrementando hasta 100 veces su actividad [105]. Mas tarde
demostraron que Hsp72 también se une a Polf aumentando 5 a 10 veces su actividad

polimerasa [106].

Por otra parte, las HSPs también se han asociado con la funcionalidad del sistema NER.
Se ha reportado que células RSa (fibroblastos humanos derivados de embridn, sensibles a

radiacion UVC) con elevada expresion de Hsp27, pudieron reparar mejor los dafios causados
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por la radiacion UVC que las células control, mientras que células con menor expresién de
Hsp27 no fueron capaces de reparar el dafio [107]. Los primeros estudios sobre Hsp72
reportaron una correlacion inversa entre la expresidén de esta chaperona y el dano residual del
ADN, generado por la exposicién a benzopireno [108, 109]. Posteriormente, se encontré un
incremento en la colocalizacidon de Hsp72 con las proteinas XPA y XPG del sistema NER en los
nucleos de células 16HBE (células de epitelio bronquial humano) expuestas durante 24 h a
diferentes dosis de benzopireno [110]. Recientemente, el mismo grupo de investigadores,
reporté que las células 16HBE transfectadas con Hsp72 exhibieron mayor capacidad de
reparacion de los aductos de benzopireno-7,8-diol-9,10-epdxido (BPDE)-ADN, mientras que el
silenciamiento de la proteina inhibiéd la reparacién de los aductos, proporcionando asi

evidencia sobre el rol de Hsp72 en la reparacién del ADN a través de la via NER [111].

En el caso del sistema MMR, nuestro grupo de trabajo reportd en linfocitos de sangre
periférica (LSP) de personas sanas que una hipertermia a 42°C, 24 h antes del tratamiento con
doxorrubicina indujo la acumulacién nuclear de las proteinas Hsp27 y Hsp72, lo cual se asocid
con una elevada capacidad de reparacion del ADN (evaluada por ensayo cometa alcalino) y con
alta expresién de las proteinas MLH1 y MSH2 [112]. Md&s tarde se comprobd, en LSP de
pacientes oncoldgicos expuestos in vitro a cisplatino y al tratamiento combinado hipertermia +
cisplatino, una mayor expresion nuclear de las proteinas MLH1, MSH2 y Hsp72. En estos
pacientes se verific6 ademdas correlacién entre un elevado cociente N/C (expresion
nuclear/citoplasmatica) de Hsp27 con mayor sobrevida libre de enfermedad y sobrevida
global; mientras que una elevada expresion de MSH2 se asocié con mayor sobrevida global de
los pacientes. Esto indica que aquellos pacientes cuyos LSP presentaron mayor expresion
nuclear de Hsp27 y MSH2 respondieron mejor al tratamiento. También se reportd en LSP de
personas sanas expuestos in vitro a hipertermia y cisplatino la colocalizacién nuclear de Hsp27
y Hsp72 con las proteinas MLH1 y MSH2 del sistema MMR [84]. Esto demuestra que en
respuesta a la accién de un agente genotdéxico como el cisplatino, Hsp27 es capaz de
translocarse al nucleo y colocalizar con proteinas del sistema MMR. Este comportamiento
también se observd en lineas celulares tumorales de glioma expuestas al agente alquilante

temozolamida, donde se encontré que Hsp27 interactuaba con MSH2 [113].

Hsp27 ha sido escasamente estudiada en la reparacidn de rupturas de doble cadena
(DSBs). En 2014, un estudio del interactoma de Hsp27 identificé nuevas proteinas que se unen
a esta chaperona, como es el caso de KU80, perteneciente al mecanismo NHEJ [114]. KU80

junto con KU70 forman un heterodimero con alta afinidad por los extremos de las DSBs, que
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una vez unido al ADN recluta a la quinasa DNA-PK (DNA-dependent protein kinase), la cual se
dimeriza y proporciona una plataforma para el procesamiento de los extremos de ADN [5]. Las
células con niveles reducidos de Hsp27 mostraron menor acumulacion de focos yH2AX
(marcador de DSBs) que las células control, luego del tratamiento con zeocina. Los ensayos in
vitro de NHEJ demostraron que las células control presentaban una mayor capacidad de
reparacion en relacién a las células transfectadas con siHsp27. Ademas, la proteina KU80
interactud con Hsp27 luego de un tiempo de recuperacién, pero no lo hizo con DNA-PK. Los
autores postularon que Hsp27 podria regular negativamente el mecanismo NHEJ

interactuando con KU80 y de esta forma, impidiendo su unidon con DNA-PK [114].

Actualmente, la proteina Hsp90 (HSPC1) continuda siendo la chaperona mas estudiada
en el campo de la reparacion del ADN, especialmente de DSBs. El desarrollo y empleo de
diferentes inhibidores de Hsp90 ha facilitado su estudio. Se ha establecido que esta chaperona
puede cooperar con los sistemas NHEJ y HR, ya que varias de sus proteinas clientes intervienen

en estas vias [115].

1.5. Cisplatino

1.5.1. Descripcidn general

El cisplatino, cis-diaminodicloroplatino(ll), es una droga antineoplasica que desde su
aprobacion por la FDA (Food and Drug Administration) en el afio 1978, ha sido ampliamente
utilizada en el tratamiento de tumores sélidos, entre ellos pulmdn, testiculo y colon [116]. Sus
propiedades biolégicas fueron descubiertas accidentalmente en 1965 en el laboratorio de
Barnett Rosenberg, donde se colocd un set de electrodos de platino en un cultivo de bacterias.
Al aplicar la corriente eléctrica observaron que se inhibia la divisién celular de E. coli como
resultado de los productos de la electrdlisis del platino. Tres afios después, se demostrd su
capacidad de producir regresion tumoral al administrar la droga intraperitonealmente en un

modelo in vivo de sarcoma murino [117].

El mecanismo de accién del cisplatino (cPt) involucra la formacién de uniones
covalentes con el ADN, conocidas como aductos (producto de adiciéon entre dos moléculas).
Dentro de la célula, la concentracidon de cloruros por debajo de los 100 mM, permite la
sustitucion de uno o dos grupos cis- cloro del cPt y la generacidon de especies acuosas, que

representan la forma reactiva de la droga (Figura 1.5.1) [118]. De esta forma, el platino se une

Mayra Lis Sottile Fleury Pagina 31



Capitulo 1 - Introduccién

al ADN con predileccion por los sitios nucleofilicos N7 de las purinas, generando diferentes
tipos de lesiones: aductos intra e intercatenarios, monoaductos y uniones cruzadas proteina-
ADN [116]. La mayoria de los aductos cPt-ADN son intracatenarios, correspondiendo el 60-65%
a uniones entre dos guaninas adyacentes (1,2GpG), el 20-25% involucra enlaces entre adenina
y guanina adyacentes (1,2ApG) y aproximadamente el 5% son aductos 1,3GpXpG (donde otra
base se encuentra entre las dos G involucradas en el aducto). Los aductos monofuncionales
(aproximadamente el 2%) y los enlaces intercatenarios entre guaninas (G-G, aproximadamente
el 2%) son poco frecuentes [119]. Las lesiones causadas por este agente afectan varios
procesos celulares que median su citotoxicidad. Los aductos cPt-ADN inhiben la replicacion y
transcripcién del ADN y, ademds, pueden causar la detencion del ciclo celular, la activacién de

mecanismos de reparacion del ADN y la apoptosis [120-122].
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Figura 1.5.1. Representacion esquematica de los aductos formados por el cisplatino en el ADN.
Dentro de la célula, el cisplatino se hidroliza y se une al ADN con preferencia por la posiciéon N7
de las purinas, formando principalmente aductos intracatenarios e intercatenarios. Estos aductos
representan aproximadamente el 90% de las lesiones producidas por el cisplatino. Esquema
modificado de Kelland L, Nat Rev Cancer. 2007;7:573-84 [117].

1.5.2. Reparacion de las lesiones causadas por cPt

Los aductos de cPt, en general, son reparados con una baja eficiencia en las células.
Esta caracteristica es una de las causas de su éxito como agente antineopldsico [123, 124]. El
principal responsable de la reparacién de los aductos intracatenarios de cPt es el sistema NER
[125], mientras que los intercatenarios son corregidos por un mecanismo complejo que
involucra componentes de los sistemas NER y HR, y sintesis de translesién [126]. Ademas, los

aductos de cPt pueden ser detectados (pero no removidos) por el sistema MMR [127]. La via
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NER involucra el reconocimiento de la lesion en el ADN, la escision y remocidon de un
fragmento de simple cadena de ADN, la resintesis y la union de la cadena recién sintetizada a
la cadena pre-existente [128]. Se ha reportado que lineas celulares deficientes en el sistema
NER son altamente sensibles al cPt [129]. En la clinica se ha observado que pacientes que
desarrollaron resistencia a la droga, expresaban altos niveles de XPA y ERCC1 (componentes
del NER) en el tejido tumoral, mientras que las células tumorales de los pacientes

hipersensibles al cisplatino presentaban deficiencias en estas proteinas [123].

A diferencia del sistema NER, la pérdida de funcién del sistema de reparacion MMR
esta relacionada con un aumento en la tolerancia al dafio inducido por cPt. Dos modelos han
sido propuestos para explicar cémo un sistema MMR funcional puede potenciar Ia
citotoxicidad de la droga [120]. El primer modelo involucra “ciclos futiles” de escision y
reparacion del ADN (Figura 1.5.2). Si bien el cPt inhibe la replicacion del ADN, algunos aductos
intracatenarios pueden ser “salteados” mediante la sintesis de translesion, incorporandose de
esta manera nucledtidos al azar en la cadena complementaria al aducto y generandose asi un
mismatch. El reconocimiento de ese mal apareamiento por las proteinas del sistema MMR
desencadena la escisién de la hebra de ADN recién sintetizada y la sintesis de reparacion. Sin
embargo, como el aducto se encuentra en la cadena parental, el mismatch se vuelve a
producir y comienza este ciclo fatil que acumula intermediarios de reparacidn (rupturas de
cadena y gaps) y finalmente conduce a la muerte celular. Sin embargo, en las células
deficientes en el sistema MMR, luego de la sintesis de translesién, donde pueden intervenir
ADN polimerasas no convencionales, el dafio en el ADN no seria detectado y se acumularian
mutaciones generando resistencia a la droga [130]. En el segundo modelo de “sefializacién”,
las proteinas del sistema MMR reconocen la lesién, actuando como sensores del dafio, e
inician una cascada de sefializaciéon a través de la via ATM/ATR, que activa los puntos de
control del ciclo celular y la apoptosis [131]. Estudios con lineas celulares isogénicas
competentes e incompetentes en el sistema MMR han evidenciado una mayor sensibilidad al
cPt por parte de las células con un sistema MMR funcional en relacién a su contraparte MMR
deficiente [132]. La deficiencia de la proteina MLH1 se ha asociado con resistencia al cPt,
mientras que la mutacién de MSH2 o su baja expresion se ha observado en algunos tumores
con resistencia adquirida a la droga [116]. Se ha reportado que la pérdida de funcionalidad del
sistema MMR incrementa 2 a 5 veces la resistencia al cPt, lo que representa un significativo

valor desde el punto de vista clinico [122].
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Figura 1.5.2. Representacion esquematica del modelo de ciclos fitiles de escisiéon y
resintesis del ADN. De acuerdo con este modelo, las células con un sistema MMR
funcional avanzarian en este ciclo que comprende: el reconocimiento del mal
apareamiento, la escision de la lesién y la sintesis de reparacion. Sin embargo, como el
aducto se encuentra en la cadena parental del ADN, y la reparacion esta dirigida a la
cadena hija, el mismatch se produciria nuevamente comenzando otro ciclo de escision y
resintesis. Las células competentes en el sistema MMR acumularian intermediarios de
reparacién que las conducirian a la muerte celular. En cambio, las células deficientes en el
sistema MMR completarian la replicacidn del ADN a través de la sintesis de translesion, los
malos apareamientos no serian reconocidos o procesados, acumulando mutaciones y
contribuyendo con la resistencia de estas células a la droga.

1.5.3. Respuesta celular al dafio en el ADN inducido por cisplatino

La principal cascada de sefializacién del dafio al ADN inducida por las lesiones de cPt
involucra la activacidon de ATR y su efector CHK1, el cual fosforila a TP53 en el residuo Ser20
promoviendo su estabilizacion [133, 134]. En respuesta al cPt, también se ha reportado que se
induce la activacidn de las quinasas c-Jun y JNK [135]. Ademads, se ha observado que ATM
participa en la detencidn del ciclo celular inducido por cPt, pero no en la muerte celular,
mientras que su efectora CHK2 participaria en la sefalizacién de apoptosis en forma
independiente de ATM [136]. La proteina TP73, miembro de la familia TP53, también puede
ser inducida por cPt para desencadenar la apoptosis. Sin embargo, esto requiere la activacion

de la tirosina quinasa c-Abl y la funcionalidad del sistema MMR [137].

1.5.4. Resistencia al cisplatino
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Una de las limitantes del éxito de la quimioterapia es la aparicion de resistencia a la droga.
Esta resistencia puede ser adquirida a través de la exposicidon crénica a la droga o puede
presentarse como un fendmeno intrinseco de las células tumorales. Los principales

mecanismos de resistencia al cPt pueden resumirse en [120]:

v" Inactivacidn intracelular del cPt por glutation, metalotioneina y otras moléculas que
contienen sulfuro.

v" Incremento en la reparacién de los aductos de cPt.

v" Reduccién en la acumulacién intracelular de la droga.

v" Incremento en la tolerancia a los aductos y falla en las vias apoptdéticas.

1.5.5. Otras drogas analogas al platino

1.5.5.1. Carboplatino

Si bien el cPt es una droga muy efectiva, particularmente en pacientes con cancer de
ovario y testiculo, su notoria nefrotoxicidad impulsé el desarrollo de andlogos menos tdxicos
que retuvieran la actividad antitumoral [116]. El carboplatino, cis-diamino (ciclobutano-1,1-
dicarboxilato-0,0)platino(ll), fue aprobado por la FDA en el afio 1989 y en su estructura
guimica presenta un grupo saliente mas estable que el cloruro (Figura 1.5.5). A diferencia del
cPt, el carboplatino no genera nefrotoxicidad y es menos téxico para el tracto digestivo, sin
embargo, puedo causar trombocitopenia que limita la dosis a emplear [117]. Carboplatino
genera el mismo tipo de aductos en el ADN que el cPt, pero se requieren concentraciones 20 a
40 veces mas altas de carboplatino para igualar al cPt en toxicidad, y ademas, la tasa de
formacién de aductos es aproximadamente 10 veces mas lenta [138]. Actualmente, en la
mayoria de los paises se utiliza para cancer de ovario un esquema terapéutico basado en

carboplatino [117].
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Figura 1.5.5. Estructura quimica de las drogas analogas al platino. Entre paréntesis se detalla el afio
de aprobacion por la FDA de cada uno de los compuestos. Los aductos formados por el carboplatino
tienen la misma estructura que los aductos cisplatino-ADN. Sin embargo, los enlaces generados por el
oxaliplatino difieren a los anteriores debido a la presencia del grupo estable 1,2-diaminocliclohexano
(DACH). Figura adaptada de Todd RCy Lippard SJ, Metallomics. 2009;1:280-291 [121].
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1.5.5.2. Oxaliplatino

El oxaliplatino, 1R,2R-diaminociclohexano oxalato-platino(ll), fue aprobado por la FDA
en el 2002 y estd basado en el grupo estable 1,2-diaminocliclohexano (DACH); como
consecuencia, existen algunas diferencias en la estructura quimica de los aductos generados
por el oxaliplatino con el ADN (Figura 1.5.5). El oxaliplatino presenta menor reactividad con el
ADN que el cPt por la baja tasa de disociacion del grupo oxalato, y por lo tanto, la formacién de
aductos es menor mientras que la formacion de rupturas de simple cadenas es mucho mayor
en comparacién con el cPt [139]. En contraste con el cPt y el carboplatino, las proteinas del
sistema MMR no detectan los aductos inducidos por el oxaliplatino, lo cual puede explicarse
por la presencia del grupo DACH en el aducto que le otorga diferentes propiedades bioldgicas
[127]. Se ha demostrado que esta droga, retiene actividad antitumoral en lineas celulares con
resistencia adquirida al cPt y en tumores que son intrinsecamente resistentes al cPt y
carboplatino [139]. Entre los efectos adversos del oxaliplatino se ha descripto la

neurotoxicidad [117].

1.6. Hipertermia

La hipertermia en oncologia se define como el incremento de la temperatura por
encima de los niveles fisioldgicos con el objeto de alcanzar un beneficio terapéutico [140]. Es
un tratamiento donde el area tumoral del paciente se expone a una cierta temperatura,
comprendida entre un rango de 39 y 45°C, usando una fuente de energia exdgena [141]. La
hipertermia ha sido utilizada en combinacion con radioterapia y/o quimioterapia con el objeto
de incrementar la efectividad del tratamiento de diversos tipos de tumores (cancer colorectal,
cancer de mama, melanoma, céncer cervical, etc.) [142]. El tratamiento con calor puede
distinguirse de acuerdo al rango de temperatura aplicado. Las temperaturas <42°C se definen
como hipertermia moderada, la hipertermia severa comprende temperaturas entre 42-45°C y
el tratamiento con temperatura >45°C se denomina ablacion térmica. Otra clasificacion se basa
en la extensién corporal sometida a la hipertermia. En la hipertermia total, el tratamiento es
aplicado en el cuerpo completo del paciente. En la hipertermia regional una parte aislada del
cuerpo, como una cavidad corporal, un miembro o un érgano son expuestos a la temperatura
elevada, mientras que durante la hipertermia local sélo el tumor es sometido a la hipertermia

[140].
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En un principio la investigacidén en el campo de la hipertermia estuvo centrada en el
hallazgo de la dosis térmica dptima (temperatura y tiempo de exposicidon). Estos estudios
traslacionales se enfocaron en obtener una dosis térmica con el maximo beneficio y efectos
secundarios minimos [143, 144]. En ese momento se creia que la hipertermia era efectiva sélo
si producia la muerte celular directa en las células tumorales, lo cual ocurre por encima de los
42,5°C. Sin embargo, se observé que la hipertermia moderada en el rango de 39°C a 41°C no
inducia citotoxicidad por si sola en las células tumorales, pero si mostraba un sinergismo con la

radioterapia y con ciertas drogas antineoplasicas [145]. Actualmente sabemos que este

sinergismo se debe a los efectos celulares y fisiolégicos que la hipertermia ejerce en los
tumores. Es asi que el campo de la investigacion bioldgica consiste en entender los
mecanismos bioldgicos que ocurren a cada temperatura para poder explotarlos en la clinica
[141]. También existe otra drea de investigacién que relaciona la fisica con la hipertermia, y
consiste en mejorar no sdlo las técnicas de administracién de la hipertermia, sino también el

método para depositar localmente el calor y medirlo en el paciente [146, 147].

La figura 1.6. ilustra los efectos bioldgicos bien caracterizados de la hipertermia local
en el tumor. Uno de los cambios fisioldgicos inducidos por la hipertermia tiene como blanco el
sistema vascular (A). La hipertermia causa un aumento en el flujo sanguineo en el darea
expuesta al calor y al expandir el calor, los vasos incrementan su permeabilidad [148]. Ademas,
la conformacién primitiva y la baja organizacién de los vasos del tumor tienen como
consecuencia que sean mas permeables que los vasos del tejido normal [149]. El flujo
sanguineo en los tumores es el principal factor responsable del microambiente del tumor, y
por eso las células deprivadas de oxigeno y en condiciones de acidificacién responden mejor a
los efectos del calor. Las altas temperaturas (>42°C) causan el colapso vascular con una
posterior reduccién en la llegada de oxigeno y nutrientes a las células tumorales. Esto se refleja
en un aumento en la deprivacién de energia, acumulacién de &acido lactico, acidificacién e
hipoxia [141]. Con temperaturas menores, el incremento en la perfusion se asocia con un
aumento en la disponibilidad de oxigeno, lo cual conduce a un mayor consumo del mismo por
parte del tumor [150]. En la actualidad existe controversia respecto a la duracidon de este
efecto de la hipertermia en el sistema vascular. Algunos estudios han postulado que pueden
durar hasta 24 h luego de la exposicidén a una hipertermia moderada [151]. Cabe destacar que
este incremento transitorio en el flujo sanguineo y en la permeabilidad de los vasos constituye
la base para incrementar la disponibilidad de la droga antineopldsica en el sitio de interés

[152].
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Figura 1.6. Efectos biol6gicos de la aplicacion de una hipertermia moderada en el tumor. (A) La
hipertermia altera la fisiologia del tumor al afectar su vascularidad, incrementando el flujo
sanguineo y la permeabilidad de los vasos. (B) La hipertermia causa desnaturalizacién y agregacion
de proteinas, como consecuencia la respuesta al golpe de calor se caracteriza por un incremento de
proteinas de golpe de calor (HSPs). (C) Las temperaturas que exceden los 37°C incrementan la
fluidez de la membrana celular, influenciando su permeabilidad. (D) El calor ayuda a activar el
sistema inmune, el cual ataca al tumor directamente y también a células tumorales distantes de la
zona tratada. (E) La hipertermia afecta mecanismos de reparacidn del ADN, inactivando proteinas
especificas de reparacion. Esquema adaptado de van den Tempel N y colaboradores, Int J
Hyperthermia. 2006;18:1-9 [141].

La exposicion de las células a una hipertermia transitoria no letal causa la activacién de
la respuesta celular al estrés, un mecanismo que protege a las células contra el estrés proteico
(Figura 1.6.B). Esta respuesta al golpe de calor se caracteriza por una rapida sintesis de las
chaperonas HSPs [71]. La hipertermia produce desnaturalizacidon y agregacion de proteinas,
inhibicién de la sintesis y transcripcidon del ADN, inhibicidn del procesamiento y traduccién del
ARNm, y también el bloqueo de la progresidon del ciclo celular. Ademas, la agregacion de
proteinas puede incluir otras que no son alteradas directamente por la hipertermia, afectando
asi un nimero mayor de proteinas que las alteradas por el golpe de calor [153]. Sin embargo,
durante el tratamiento de un tumor con una hipertermia moderada, la respuesta al golpe de
calor puede tener un efecto no deseado, provocando que los tumores se conviertan en

termotolerantes. La termotolerancia puede definirse como la insensibilidad al tratamiento con
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calor luego de una exposicidn inicial a la hipertermia [154]. Con respecto a este fendmeno, es
bien conocido que las HSPs contribuyen al desarrollo de la termotolerancia, ya que son las
encargadas de proteger a la célula de la desnaturalizacidén proteica inducida por la hipertermia
[155, 156]. Como se menciond en el apartado 1.4.5., los tumores suelen tener niveles

constitutivos altos de HSPs que los protegen del estrés proteico intrinseco que los caracteriza.

A nivel celular, la hipertermia incrementa la sensibilidad a la quimioterapia al
aumentar la fluidez de la membrana plasmatica (Figura 1.6.C) [157]. El calor afecta las
interacciones entre lipidos y proteinas de la membrana celular y como consecuencia, ésta se

vuelve mas permeable a algunos compuestos, como por ejemplo el cisplatino [158, 159].

Es bien conocido que las temperaturas elevadas, como el caso de la fiebre,
contribuyen a la activaciéon del sistema inmune (Figura 1.6.D) [160]. Se postula que la
hipertermia local puede modular el sistema inmune en la zona del tumor expuesta a la
hipertermia, y ademas, tendria un efecto antitumoral sistémico en el cual las células del
sistema inmune atacarian a las células tumorales distantes de la zona tratada [161]. El efecto
de la hipertermia en el sistema inmune no sdlo depende de la temperatura aplicada sino
también de la duracion de la exposicidn [160]. El incremento en el flujo sanguineo que ocurre
como consecuencia de una hipertermia moderada puede promover la atraccion de las células
inmunes al aumentar el trafico entre el tumor y los ganglios linfaticos. También se ha
reportado que la hipertermia altera la expresidn de las moléculas de adhesidn en los vasos del
tumor [162]. A temperaturas febriles, el calor induce la expresién de MICA (secuencia A
relacionada a MHC clase 1) en las células tumorales, una molécula que aumenta la sensibilidad
a los NK [163]. En ese rango de temperatura también se ha reportado que el tratamiento con
calor amplifica la funcién presentadora de antigenos de las células dendriticas, aumentando la
activacion de células T [160]. Una hipertermia a 43°C incrementa los niveles de moléculas
MHC clase |, las cuales atraen a los linfocitos T citotoxicos [162]. Por ultimo, entre los efectos
bioldgicos de la hipertermia, cabe destacar la relacién entre la respuesta al golpe de calor y la
inmunidad. Como consecuencia de la hipertermia, los niveles de Hsp72 dentro de la célula
aumentan, pero también esta proteina puede ser liberada al ambiente extracelular. Como se
mencioné previamente, en el ambiente extracelular, Hsp70 se une a receptores de superficie
de las células inmunes, las cuales liberan moléculas proinflamatorias [99]. También se ha
reportado que Hsp70 puede estimular macréfagos y células dendriticas al actuar como
moléculas DAMPs (patrones moleculares asociados al dafio) [160]. Ademas, como chaperona,

puede transferir proteinas tumorales a células presentadoras de antigeno, evocando una
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respuesta de células T especifica del tumor, y estimulando asi el sistema inmune adaptativo

[161, 164].

La reparacion del ADN también es afectada por la exposicién a la hipertermia (Figura
1.6.E). Esto se refleja en la administracién de la hipertermia en combinacién con agentes que
dafian el ADN, que resulta en la sensibilizacién de las células a este tipo de agentes. El
conocimiento sobre los efectos de la hipertermia en el dafo y la reparacion del ADN ha
aumentado considerablemente en los Ultimos anos [165]. Estd ampliamente aceptado que el
principal blanco de la hipertermia son las proteinas, y por lo tanto, las proteinas nucleares
también resultan afectadas por la exposicion al calor, causando su desnaturalizacion y
alterando sus asociaciones [166]. Se ha postulado que los efectos de la hipertermia en el ADN
no son directos, sino secundarios a los efectos del calor en las proteinas involucradas en la
replicacion y reparacion del ADN y en la segregacion cromosdémica [167]. Se ha reportado una
disminucién de la actividad de ciertas polimerasas (alpha, beta) y de topoisomerasa Il, enzimas
indispensables durante la etapa de sintesis del ADN, necesaria para la replicacidon y también
para la reparaciéon del ADN [168-170]. También se conoce que la hipertermia es capaz de
generar especies reactivas de oxigeno [171]. Como consecuencia de los fendmenos
nombrados, a nivel gendmico, la hipertermia puede producir estallido de la horquilla de
replicaciéon y rupturas de cadena del ADN, aberraciones cromosdmicas [153], formacién de
micronucleos [172], desaminacidn y oxidacidn de bases [171, 173]. Después de la exposicion al
calor, las proteinas que se unen a la matriz nuclear asociada al ADN, podrian por un lado
enmascarar las rupturas de cadena retardando la reparacién y por otro lado, alterar el
superenrollamiento del ADN, desencadenantes criticos de la reparacion [167]. Vanderwaal ha
reportado un numero de proteinas que incrementan su union al ADN después de Ia
hipertermia, impidiendo el acceso de las proteinas de reparacion a los sitios dafiados [174]. A
su vez, diversos grupos de investigacion han observado la fosforilaciéon de H2AX, ATM y ATR
luego de la exposicidn al calor, demostrando la activacion de una respuesta celular frente a la
presencia del dafio en el ADN [165, 175]. La hipertermia afecta a proteinas de reparacion
individuales interrumpiendo al mismo tiempo la actividad de varios mecanismos de
reparacion. Este efecto pleoiotrépico del calor sobre la reparacion del ADN puede ser
extremadamente beneficioso en el desarrollo de esquemas terapéuticos. Se ha reportado que
una hipertermia de 42°C inactiva e induce la degradacién proteosomal de OGG1 (8-oxo-
guanina ADN glicosilasa) comprometiendo la funcionalidad del sistema BER [176]. La
hipertermia moderada también inactiva a RPA [177], produce la delocalizacién nuclear de

MRE11 [178] y disrumpe la interaccion de los miembros del complejo MRN [179], alterando la
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reparacion de DSBs; disminuye la expresién de BRCA1 y estimula la degradacién de BRCA2
inhibiendo la via HR [180, 181]. En la HR, BRCA1 promueve la reseccion del extremo 5'de la
DSB [66], mientras que BRCA2 actua “aguas abajo” reclutando a la recombinasa RAD51 al ADN
[4]. La hipertermia de 43-45°C se ha asociado con la deplecién y agregacion de Ku70/80 y
disminucién de la actividad de DNA-PK interfiriendo asi con el sistema NHEJ [180, 182, 183].
También se ha reportado la delocalizacién nuclear de las proteinas MLH1 y MSH2 en células
deficientes y proficientes en el sistema MMR (MMR-/+), 4 h después de la exposicion a una
hipertermia moderada. Sin embargo, esta deplecién nuclear no afectd la capacidad de
recuperacion de las células MMR-/+ frente al dafio ejercido por la hipertermia [184]. El cuadro
1.6. resume los efectos indirectos y directos de la hipertermia sobre el dafio y la reparacién del

ADN reportados hasta el momento.

Hipertermia

Efectos
Indirectos y
Directos

Disminucién de Disminucién de Deplecion/ Delocalizacion
Rupturas del Formacion de Oxidacion de Fosforilacién de la actividad de la actividad de degradacion de nuclear de Inhibicién de
ADN focos yH2AX bases ATMy ATR ADN ADN RPA, BRCA1/2, MRE11, 0GG1, DNA-PK
polimerasas topoisomerasas Ku70/80 MLH1, MSH2

[ ] I |

Desaceleracién

Reduccion/

Activacion de L

inhibicion de la

reparacion del
ADN

de la sintesis
del ADN

la respuestaal
dafio del ADN

Cuadro 1.6. Efectos indirectos y directos de la hipertermia en el metabolismo del ADN. Esta ampliamente
aceptado que la hipertermia produce indirectamente rupturas de simple y doble cadena en el ADN y
oxidacién de bases con la consecuente fosforilacion de H2AX, ATM y ATR, los cuales median la respuesta
del dafio en el ADN. Entre los efectos directos del tratamiento con hipertermia se encuentran la
desnaturalizacion, aglomeracion, degradacion de proteinas y la alteracidn de las asociaciones proteicas.
Ademas, entre las proteinas afectadas se pueden nombrar enzimas involucradas en la sintesis del ADN y
también proteinas pertenecientes a mecanismos de reparacion del ADN, esto conduce a una reduccién o
inhibicion de estos procesos.
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CAPITULO 2

OBIJETIVOS

Uno de los principales obstaculos para el éxito del tratamiento oncoldgico lo
constituye la aparicién de resistencia a las drogas antineoplasicas. Por eso, es fundamental
conocer los mecanismos moleculares involucrados en la aparicion de dicha resistencia, que
permitiria no sélo optimizar los tratamientos actuales sino también poder predecir Ila
respuesta individual a la quimioterapia. El cisplatino es uno de los agentes antineopldsicos mas
utilizados en la terapia oncolégica. Desafortunadamente, en muchas ocasiones su eficacia se
ve afectada por la aparicion de resistencia. Entre los mecanismos vinculados con la resistencia
a cisplatino se encuentra la deficiencia del sistema Mismatch Repair (MMR). El tratamiento
con hipertermia es utilizado en otros paises en combinacién con quimioterapia o radioterapia
para potenciar la terapia oncoldgica. Una de las caracteristicas de la hipertermia es la
induccion de las proteinas de golpe de calor (Heat Shock Proteins, HSPs). Las HSPs en su rol de
chaperonas pueden promover la supervivencia celular incrementando la actividad de ciertos
mecanismos de reparacion del ADN. Anteriormente, el grupo de trabajo al que pertenezco
reporté la colocalizacién nuclear entre MLH1 y MSH2 (proteinas del sistema MMR), y las
proteinas Hsp27 y Hsp72 en linfocitos de sangre periférica de personas sanas expuestos in
vitro a hipertermia y cisplatino. Sin embargo, aun no se ha determinado: a) si el efecto de la
hipertermia y b) si el rol de Hsp27 y Hsp72 en la sensibilidad/resistencia a drogas analogas del
platino es dependiente o no del sistema MMR. Teniendo en cuenta estas consideraciones se

proponen los siguientes objetivos.
2.1. Objetivo General

Establecer si la reparacién de aductos causados por analogos de platino y la toxicidad de los

mismos dependen de la interrelacién entre Hsp27 (HSPB1) y Hsp72 (HSPA1A) y MMR.

2.2. Objetivos Especificos

Primer Objetivo

Determinar los efectos de una hipertermia moderada antes del tratamiento con cisplatino a
nivel de: a) la expresidon génica y proteica de Hsp27, Hsp72, MLH1 y MSH2; b) el dafio al ADN y

c) la citotoxicidad en lineas celulares tumorales de colon MMR competentes/incompetentes.
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La hipotesis planteada es que la hipertermia aumenta la sensibilidad al cisplatino en células

competentes en el sistema MMR.

Segundo Objetivo

Establecer si Hsp27 y Hsp72 interacttian con las proteinas MLH1 y MSH2 en células expuestas a

cisplatino.

La hipdtesis planteada es que Hsp27 y Hsp72 interacttan con proteinas del sistema MMR.

Tercer Objetivo

Evaluar en linfocitos de sangre periférica (LSP) de pacientes oncoldgicos, expuestos in vitro a
hipertermia y/o analogos de platino, la utilidad predictiva de la determinaciéon del dafio en el

ADN mediante ensayo cometa alcalino.

La hipétesis es que la determinacion del dafio al ADN evaluada en LSP de pacientes oncoldgicos

mediante ensayo cometa alcalino permite predecir la respuesta individual a la quimioterapia.

Cuarto Objetivo

Evaluar en LSP de pacientes oncolégicos obtenidos antes de la quimioterapia y expuestos in
vitro a analogos del platino, la utilidad predictiva de: a) la determinacidn de focos de yH2AX; y

b) la determinacion de focos de 53BP1.

La hipdtesis planteada para este objetivo es que en LSP de pacientes oncoldgicos la deteccion

de focos de yH2AX y de 53BP1, permiten predecir la respuesta individual a la quimioterapia.
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

3.1. Seccidn |I: Metodologias empleadas para los estudios en lineas celulares

3.1.1. Lineas celulares

Se utilizaron las lineas celulares de adenocarcinoma colorrectal humano deficiente en
la proteina MLH1 (HCT116+ch2, MMR-) y su contraparte no deficiente en MLH1 (HCT116+ch3,
MMR+). Las lineas celulares HCT116+ch2 y HCT116+ch3 derivan de la linea HCT116, que
contiene una mutacién en hemicigosis (C > A) en el coddn 252 del gen MLH1, que da origen a
una proteina truncada, no funcional [185]. La linea celular HCT116+ch3 ha sido
complementada con el cromosoma 3, que contiene el gen salvaje MLH1 y por lo tanto un
sistema MMR funcional. La linea celular HCT116+ch2 fue complementada con el cromosoma 2,
su sistema MMR es incompetente, y se utiliza como linea control de transferencia
cromosomica [186]. Las lineas celulares fueron gentilmente donadas por el Dr. C.R. Boland y el
Dr. M. Koi (Baylor University Medical Center, Dallas, TX, USA) y mantenidas a 37°C, con 5% CO,
en medio Dulbecco modificado por Iscove (IMDM, Gibco, Invitrogen Life Technologies, NY,
USA) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB, Gibco). Las lineas con transferencia de
cromosomas se mantuvieron en el mismo medio de cultivo con 400 pg/mL de geneticina

(G418, Gibco). Este modelo de estudio fue empleado para los objetivos 1y 2 de esta tesis.

3.1.2. Tratamientos

Para el tratamiento de las lineas celulares se utilizd cisplatino procedente de Ila
empresa Sigma-Aldrich (cat. P4394). La droga fue disuelta inmediatamente antes de su uso en
agua estéril para obtener una solucién de trabajo de concentracién 1 mM y los remanentes

fueron descartados atendiendo a las normas de seguridad vigentes para residuos patogénicos.

Las lineas celulares fueron expuestas a: 1- cisplatino (cPt) 10 uM durante 1 h; y 2-
H+cPt, cPt 10 uM (1 h) 24 h después de una hipertermia a 42°C (1 h). Las células fueron
recolectadas a distintos tiempos luego terminada la incubacién con la droga (tiempos de
recuperacion) y conservadas a -80°C (Tabla 3.1.2). De este modo, un grupo de células fue
recolectado inmediatamente después del cPt, y los otros grupos se dejaron recuperar en

medio fresco suplementado con SFB a 37°C durante 2, 4,y 24 h.
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Tabla 3.1.2: Disefio experimental empleado en el cultivo de las lineas celulares

Grupo Control (C) Grupo Hipertermia+  Grupo Cisplatino

Cisplatino (H+cPt) (cPt)
Dia1l
Inicio del cultivo Si Si Si
Dia3
Hipertermia (42°C, 1h) - Si -
Dia 4
Cisplatino (10 uM, 1h) - Si Si
Cosecha a tiempo 0 (T0)* Si Si Si
Recuperacién (2,4y 24 h a37°C) - Si Si
Cosecha a tiempo 2 (T2) y 4 (T4)* - Si Si
Dia 5
Cosecha a tiempo 24 (T24)° - Si Si

(a) TO, T2, T4 y T24: tiempo en h de recuperacion a 37°C luego de la exposicion a cPt.

3.1.3. Ensayo Clonogénico

Este ensayo es utilizado tradicionalmente para determinar el efecto citotdxico de la
radiacion ionizante o drogas antitumorales en lineas celulares, el cual es representado en
forma de una curva de supervivencia [187]. Es un ensayo a largo plazo que evalua el dafo
celular permanente inducido por un tratamiento, al medir la habilidad de una célula para

formar un clon y producir una colonia viable [188].

Las células sin tratar o inmediatamente después de ser expuestas a una hipertermia
(42°C, 1 h), se sembraron (350 células/pocillo) en placas de 6 pocillos (Corning, NY, USA).
Luego de 24 h, las células fueron tratadas durante 1 h con cPt a concentraciones crecientes (0,
5, 10, 15 y 20 uM). Finalizado el tratamiento, se extrajo el medio con la droga y se adiciond
medio fresco suplementado con SFB al 10%. Luego de 8-10 dias, se removid el medio y las
células fueron lavadas con PBS 1X (buffer fosfato salino pH 7, preparado por dilucion 1:10 del
PBS 10X: 1,4 M NacCl; 0,03 M KCI; 0,1 M Na,PO,H; 0,2 M KPO4H,). Después de aspirar el PBS, las
colonias fueron fijadas con metanol durante 30 min y tefiidas 10 min con una solucién de
cristal violeta al 0,5% p/v en agua. Finalmente, las colonias se lavaron cuidadosamente con

agua corriente para remover el colorante excedente. Se contaron las colonias con un minimo
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de 50 células. La eficiencia de plaqueo y el factor de sobrevida fueron calculados de acuerdo a

las siguientes férmulas [189]:

Eficiencia de Plaqueo (EP) %= N° de colonias en el control x 100
N° de células sembradas

Factor de Sobrevida (FS) %= N° de colonias formadas después del tratamiento x 100
(N° de células sembradas x EP)

3.1.4. Extraccion de ARN total

Las células tratadas y criopreservadas a -80°C (50% medio de cultivo, 40% SFB y 10%
DMSO) fueron descongeladas en un bafio termostatico a 37°C, centrifugadas a 1.200 rpm
durante 7 min a 4°C y lavadas dos veces con 1X PBS estéril. Luego de la eliminacion del
sobrenadante, la extraccion de ARN total se llevé a cabo utilizando Trizol® (Invitrogen Life
Technologies). Se adiciond al pellet de células 1 mL de Trizol® por cada 5 x 10° células, las
cuales fueron lisadas mediante agitacion en vértex y con la ayuda de una jeringa y aguja de
tuberculina. El homogenato se incubd durante 5 min a temperatura ambiente (TA) vy
posteriormente se adicioné cloroformo (0,2 mL/1mL de Trizol®), seguido de una agitacién
vigorosa durante 15 segundos. Luego de incubar las muestras a TA durante 3 min, se
centrifugaron a 12.000 rpm durante 15 min a 4°C para la separacién de las distintas fases. Se
transfirié la fase acuosa (superior) a un tubo estéril y se afiadid alcohol isopropilico (0,5 mL/1
mL Trizol®) para la precipitacion del ARN. Después de agitar en vortex, las muestras se
incubaron a TA durante 15 min y se centrifugaron a 12.000 rpm durante 10 min a 4°C. Luego
de descartar el sobrenadante, el precipitado de ARN se lavd con etanol al 75% a 4°C (1mL/
1mL de Trizol®) mediante agitacion vigorosa. Posteriomente, el ARN se centrifugd a 12.000
rpm durante 10 min a 4°C. Tras eliminar el sobrenadante, el ARN obtenido fue secado durante

15 min a TAy resuspendido en 30 plL de agua libre de ARNasa.

Para la cuantificacidon de los productos de extraccidn, se realizé una dilucién 1:10 de
cada muestra (5 pL de muestra en 45 plL de agua). La cuantificacion del ARN diluido se llevd a
cabo por lectura de densidad dptica (DO) a 260 nm mediante un espectrofotdmetro Jenway
Genova MK3, considerando que 1 DO equivale a 40 pug/mL de ARN. Se utilizé el agua de
dilucion como blanco de lectura. La calidad del ARN se determind a partir del cociente

A260/A280.

El ARN total fue conservado a -80°C hasta el momento de la retrotranscripcion.
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3.1.5. Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR)

La retrotranscripcion se realizé utilizando la transcriptasa reversa Molony del virus de
la leucemia murina (M-MLV, Invitrogen) y cebadores hexdameros aleatorios (Promega,
Madison, WI, USA) en un volumen final de reaccidn de 20 L siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se colocd en hielo un tubo de 0,2 mL, al cual se incorporaron 100 ng de cebadores;
3 ug de RNA total; 0,5 mM de dNTPs (Promega) y finalmente agua destilada libre de ARNasa
hasta un volumen final de 12 pL. La mezcla se calenté a 65°C durante 5 min y luego se colocé
inmediatamente en hielo. Posteriormente se adiciond Buffer First-Strand 1X, 10 mM de
ditiotreitol (DTT) y 40 Ul de RNasa OUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen). La
mezcla se agitd y se incubd a 37°C durante 2 min, se incorporaron 200 Ul de la enzima M-MLV
y la mezcla se mantuvo a TA durante 10 min. La reaccién de retrotranscripcion se llevé a cabo
incubando la mezcla a 37°C durante 50 min, tras lo cual se inactivé mediante calentamiento
durante 15 min a 70°C. Se incluyé como control negativo una mezcla de reaccién sin

transcri ptasa reversa.

El ADN copia (ADNc) obtenido fue conservado a -20°C para su empleo posterior como

templado de la amplificacién por PCR cuantitativa.
3.1.6. PCR cuantitativa en tiempo real

Para la amplificacion de los genes 8-actina, Hsp72 y Hsp27 se emplearon 1,5 ng/ulL de
ADNc y para los genes MLH1 y MSH2 se utilizaron 2,5 ng/uL de templado. Se preparé una
mezcla de reaccion con un volumen final 10 yl compuesta por: agua destilada; Buffer 1X;
2,5mM MgCl,; 200 UM dNTPs (Promega); 250 nM de cebadores (Invitrogen); EvaGreen® 1X
(Biotium, Hayward, CA, USA) y 1 Ul de Tag ADN polimerasa (Invitrogen). La amplificacion de
cada gen incorpordé como controles negativos un tubo de reaccién sin ADNc y otro tubo de
reaccién donde se usé como templado el control negativo de la RT-PCR (sin transcriptasa
reversa). La amplificacion se realizd en un equipo Corbett Research Rotor Gene 6000 (Qiagen,
USA). Los cebadores especificos empleados se mencionan en la Tabla 3.1.6.1 [190-193] vy las
condiciones de ciclado para cada gen en la Tabla 3.1.6.2 Las reacciones de PCR comenzaron
con una desnaturalizacion inicial de 95°C durante 5 min seguido de 40 ciclos de

desnaturalizacion, apareamiento y extension.

Tabla 3.1.6.1: Cebadores utilizados para cada gen
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Gen Cebador sentido 5’3’ Cebador antisentido 5’3’ ID Gene®
Hsp27 CCCAAGTTTCCTCCTCCCTGTC GCGGCAGTCTCATCGGATTTT 3315
Hsp72 GCTGACCAAGATGAAGGAGATC GAGTCGATCTCCAGGCTGGC 3303
MLH1 GGCCAGCTAATGCTATCAAAGAG CTTTAACAATCACTTGAATACTTGTGGA 4292
MSH2 ATCCAAGGAGAATGATTGGTATTTG CAAAGAGAATGTCTTCAAACTGAGAGA 4436
B-actina CTGGCACCCAGCACAATG GGACAGCGAGGCCAGGAT 60

(a) ID Gene: Numero de identificacion del gen en la base de datos National Center for Biotechnology
Information.

Tabla 3.1.6.2: Condiciones de ciclado para los genes estudiados

Condiciones de ciclado B-actina HSP27 HSP72 MLH1 MSH2
- Desnaturalizacion 95°C20's 95°C20s 95°C20s 95°C20s 95°C20s
(=]
-3 Apareamiento 59°C30s 62°C40s 54°C40's 57°C35s 57°C35s
Extensién 72°C40's 72°C40's 72°C45s 72°C35s 72°C35s

En cada reaccién, la especificidad de los productos de amplificacion fue determinada
utilizando la curva de disociacién derivada (melting curve). El analisis de la curva de disociacion
al final del proceso, permitid identificar los productos de PCR sin necesidad de realizar una
electroforesis en gel. Esto resultd posible debido a que todos los fragmentos de ADN tienen
una temperatura de disociacién especifica a la cual el 50 % del ADN es monocatenario [194].
Para cada gen estudiado se consideraron cantidad, fluorescencia y temperatura de los picos de

disociacién obtenidos.

El monitoreo de la reacciéon en tiempo real se realizd midiendo el aumento de la
fluorescencia causada por la unién del colorante EvaGreen® al producto de PCR al final de cada
ciclo de amplificacion. La cuantificacion relativa del ARNm se llevé a cabo a través del método
22T Para determinar los niveles de expresién, se midieron las diferencias (A) entre los ciclos
umbral (C;) del gen de interés (GDI) en la muestra en relacién a un control no tratado,
normalizando con un gen de referencia (GDR), tal como se visualiza en las ecuaciones 1-3
[195]. Se utiliz6 como gen de referencia B8-actina. Los valores de C; fueron obtenidos a partir
del software provisto por el equipo Rotor Gene 6000 Series 1.7. El valor de C; fue calculado en

la fase exponencial y resulta inversamente proporcional al nimero inicial de copias presentes

en la muestra.
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— [(Cy GDI - Cy GDR) muestra - (Ct GDI - Cy GDR) control]

Ecuacién 1 Radio=2
Ecuacidn 2 Radio=2 ~ [ACT muestra - ACy control]
Ecuacién 3 Radio=2 ~ 24

3.1.7. Inmunodeteccion de proteinas en membranas de nitrocelulosa

3.1.7.1. Extraccion de proteinas

Luego de finalizado el tratamiento con cPt o H+cPt, se removié el medio de las placas
de 6 pocillos, las células se lavaron con 1X PBS frio, y se recolectaron mediante raspado en 1
mL de 1X PBS frio. Posteriormente, las células se centrifugaron a 2.000 rpm durante 5 min a
4°Cy tras elimiminar el sobrenadante, se adicionaron al pellet 150 a 200 pL buffer de lisis (100
mM Tris-HCl, pH 6,8; 20% v/v glicerol, 4% p/v dodecil sulfato de sodio, SDS; H,0 MiliQ)
suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas (1mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo,
PMSF; 1mM ortovadanato de sodio, 1 mM fluoruro de sodio; cocktail de inhibidores de
proteasas 1X; cocktail de inhibidores de fosfatasas 1X). El cocktail de inhibidores de proteasas
(cat. P8340, Sigma-Aldrich) esta constituido por leupeptina, aprotinina y pepstatina A,
mientras que el cocktail de inhibidores de fostatasas (cat. P5726, Sigma-Aldrich) contiene
ortovadanato de sodio, molibdato de sodio, tartrato de sodio e imidazol. El homogenato se

preservo a -20°C hasta el momento de la determinacion proteica.

3.1.7.2. Cuantificacion de proteinas totales

La concentracidon de proteinas en las muestras fue determinada mediante el método
del 4cido bicinconinico utilizando el kit micro-BCA (cat. 23235, Pierce, Thermo Fisher Scientific,
IL, USA). Se prepard una curva estandar con diluciones seriadas (0-100 pug/mL) de albdmina de
suero bovino (BSA). En una placa de 96 pocillos, se cargaron 100 uL de cada concentracién de
la curva por duplicado. Para cada muestra se cargaron por duplicado 2 puL de la misma y se
adicionaron 98 L de agua. Posteriormente se incorporé a cada pocillo 100 uL de la solucién de
trabajo recién preparada y protegida de la luz. La mezcla se dejo incubar a 37°C durante 40
min en oscuridad. La solucién de trabajo fue preparada con 50% del reactivo A, 48% del
reactivo B y 2% del reactivo C. La lectura de absorbancia a una longitud de onda de 570 nm se
llevé a cabo en un lector de microplacas MULTISKAN EX (Thermo Scientific, Lafayette, CO,
USA).
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Se graficd una curva de absorbancia/concentracion para BSA y se trazd la recta de
regresion lineal. La ecuacién de la recta fue empleada para los cdlculos de la concentracidn de

proteinas en cada muestra.

3.1.7.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS

Se prepararon geles de poliacrilamida-SDS con distinto porcentaje de poliacrilamida
(7,5%; 10% y 12%) segun el peso molecular de las proteinas a separar, en el sistema
MiniProtean (Bio-Rad). Se sembraron en cada calle 20-40 ug de proteinas diluidas en buffer de
muestra 5X (0,2 M Tris-HCIl, pH 6,8; 20% v/v glicerol, 10% p/v SDS; 0,5% p/v azul de
bromofenol, 10 mM DTT, H,0 miliQ). En la primer calle del gel se sembré el marcador de peso
molecular (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards, cat. 1610374 Bio-Rad). Los geles
fueron sumergidos en un buffer de corrida (25 mM Tris-base; 192 mM glicina; 0,1% p/v SDS;
pH 8,6) dentro de la cuba electroforética y sometidos a 70 V durante la migracion de las

proteinas en el gel de apilamiento y a 100 V en el gel de resolucion.

3.1.7.4. Western Blot

Esta técnica se basa en el reconocimiento de proteinas transferidas a membranas de
nitrocelulosa o de fluoruro de polivinilideno, mediante anticuerpos especificos. Las proteinas,
separadas en el gel de poliacrilamida segun su peso molecular, fueron transferidas a un papel
de nitrocelulosa en un “sandwich” compuesto por dos esponjas plasticas, dos |laminas gruesas
de papel (papel de blotting), dos laminas de papel de filtro, una lamina de nitrocelulosa con
poro de 0,45 um (cat. RPN303D Amersham, GE Healthcare, Alemania) y el gel resolutivo de
poliacrilamida-SDS, depositados dentro de dos soportes plasticos perforados. El “sandwich” se
colocé dentro de una cuba de transferencia con la membrana orientada hacia el anodo vy el gel
hacia el catodo sumergido en el buffer de transferencia (20 mM Tris base; 150 mM glicina;
0,1% p/v SDS; 20% v/v metanol; pH 8,4). La transferencia se llevé a cabo durante 1 ha 90 V. En

el caso de proteinas fosforiladas la cuba se sumergié en hielo.

Dia 1

Finalizada la transferencia, las membranas se lavaron 5 min con buffer 1X PBST (0,1%
v/v Tween-20 en buffer 1X PBS) y se bloquearon con 1% p/v BSA en 1X PBST durante 1 h a TA.
Luego de un lavado de 10 min con 1X PBST, las membranas fueron incubadas con los
anticuerpos (Ac) primarios correspondientes durante toda la noche en agitacion a 4°C. Los Ac

primarios fueron diluidos en buffer de dilucion de anticuerpos (1% p/v BSA; 0,1% p/v
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timerosal; 149 mM NaCl; 20 mM NaH,PO, xH,0) segun la concentracion especificada en la
Tabla 3.1.7.4.1. Para la inmunodeteccidn de proteinas fosforiladas se utilizé en todos los pasos

buffer 1X TBST (137 mM NaCl; 20 mM Tris; 0,1% v/v Tween-20) en lugar de 1X PBST.

Tabla 3.1.7.4.1: Anticuerpos primarios utilizados

Anticuerpos Primarios ‘

Antigeno Anticuerpo Dilucién Origen
MSH2 Monoclonal (ratén) WB? 1:2000 Clon FE11, NA27, Calbiochem, EMD
IF®1:25 Millipore
IP€ 1:500
MLH1 Monoclonal (ratén) WB 1:2000 Clon M1, Sigma-Aldrich
IF 1:100
IP1:333
ERCC1 Monoclonal (ratén) WB 1:2000 Clon 4F9, Abcam
Hsp72 Monoclonal (ratén) WB 1:8000 ADI-SPA-810 Enzo Life Sciences
Policlonal (conejo) IF 1:100 ADI-SPA-812 Enzo Life Sciences
Hsp27 Monoclonal (ratén) WB 1:1500 ADI-SPA-800 Enzo Life Sciences
Policlonal (conejo) IF 1:1000 Donado por Dr. M. Gaestel (Alemania)
YH2AX (Ser139) Policlonal (conejo) WB 1:1000 Clon 20E3, Cell Signaling Technology
IcQ” 1:450
53BP1 Policlonal (conejo) ICQ 1:300 4937, Cell Signaling Technology
pChk2 (Thr68) Policlonal (conejo) WB 1:1000 Clon C13C1, Cell Signaling Technology
pChk1 (Ser345)  Policlonal (conejo) WB 1:1000 Clon 133D3, Cell Signaling Technology
Bcl-2 Monoclonal (ratén) WB 1:2000 MO0887, Dako
Bax Monoclonal (conejo) WB 1:2000 ab32503, Abcam
B-actina Monoclonal (ratén) WB 1:8000 A5441 Sigma-Aldrich

(a) WB: western blot, (b) IF: inmunofluorescencia, (c) IP: inmunoprecipitacion, (d) ICQ: inmunocitoquimica

Dia 2

Las membranas se lavaron dos veces con buffer 1X PBST (10 min cada lavado) y se
incubaron con el Ac secundario IgG anti-conejo o anti-ratén conjugado con la enzima
peroxidasa “horseradish peroxidase” (Cell Signaling Technologies o Dako North America, CA,
USA) diluido 1:3000 en buffer de bloqueo durante 1 h a TA. Las membranas se lavaron 3 veces
durante 10 min con 1X PBST (3 veces) antes de revelar con los reactivos quimioluminiscentes
(Sigma-Aldrich). Para el revelado se adicioné a la membrana de nitrocelulosa una mezcla de la
solucién 1 (100 mM Tris, pH 8,5; 2,5 mM luminol; 0,5 mM de acido cumarico) con la soluciéon 2
(0,1% v/v H,0,en 100 mM Tris, pH 8,5) preparadas inmediatamente antes de usar. Finalmente,
las imagenes fueron capturadas con un equipo de deteccién quimioluminiscente ChemiDoc™

XRS provisto del software Image Lab™ (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
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Tabla 3.1.7.4.2: Anticuerpos secundarios utilizados

Anticuerpos Secundarios

Antigeno Anticuerpo Dilucion Origen
Raton Policlonal (cabra)/HRP? 1:3500 P0447, Dako
Policlonal (cabra)/Cy®3 1:400 Molecular Probes, Invitrogen Life
Sciences
Conejo Policlonal (cabra)/HRP? 1:3000 7074, Cell Signaling Technologies
Policlonal (cabra)/Alexa Fluor® 488 | 1:400 Molecular Probes, Invitrogen Life
Sciences

(a) HRP: horseradish peroxidase

3.1.7.5. Cuantificacion relativa de los niveles de expresion

Los cambios en los niveles de expresidn de las proteinas estudiadas fueron evaluados
mediante el analisis densitométrico de las bandas obtenidas en los western blot. La
cuantificacion se llevé a cabo usando el programa Image J (NIH, MD, USA) que permitio
asignarle un valor en unidades de imagen (pixeles/cm?) a cada banda del inmunoblot. La
intensidad de cada banda de la proteina de interés fue normalizada a la intensidad de la

correspondiente banda de la proteina constitutiva B-actina.
3.1.8. Ensayo cometa alcalino

Este método conocido también como “electroforesis en gel de células individuales”, es
utilizado para medir el dafio en el ADN causado por diferentes tipos de agentes genotoxicos.
En condiciones de pH neutro, esta técnica permite estudiar las rupturas de doble cadena. Sin
embargo, cuando se utiliza pH alcalino, permite la deteccién de rupturas de simple y doble
cadena, enlaces cruzados, bases dafiadas y nucleos apoptdticos. Esta técnica se basa en el
hecho de que el ADN dafado o fragmentado con carga negativa puesto en un campo
electroforético, es capaz de migrar en direccién al anodo formando un cometa. La “cabeza del
cometa” representa el ADN no dafiado mientras que la “cola del cometa” corresponde a los
extremos rotos de ADN que han migrado. La longitud e intensidad de la cola del cometa es

directamente proporcional al dafio inducido en el ADN [196].
3.1.8.1. Obtencion de los microgeles y lisado celular

Para estudiar el dafio en el ADN, las células tratadas y criopreservadas (50% medio de
cultivo, 40% SFB, 10% DMSO) fueron descongeladas en un bafio termostatico a 37°C y lavadas

con 1X PBS. Con el fin de evitar dafios adicionales en el ADN, se trabajé en todo momento al
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abrigo de la luz y a 4°C. Una suspensidn de 5x10* células en 200 pL de 1X PBS fue embebida en
agarosa de bajo punto de fusion (Gibco) al 1% formando un microgel en la superficie del
portaobjeto totalmente esmerilado. Los preparados se colocaron en un recipiente con buffer
de lisis (1,2 M NaCl; 30 mM NaOH; 0,1% laurilsarcosina; 0,1 M Na,EDTA; pH 12) y se

mantuvieron a 4°C toda la noche.
3.1.8.2. Electroforesis y fijacion de los geles

Los microgeles fueron lavados con buffer de electroforesis (30 mM NaOH; 2 mM EDTA;
pH 12,5) 3 veces (20 min cada lavado) a 4°C. Posteriormente, fueron transferidos a una cuba
electroforética para su migracion a razéon de 0,6 V/cm durante 25 min. Luego, los microgeles
fueron lavados con agua destilada y fijados durante 10 min en una solucién: 15% p/v acido
tricloroacético, 5% p/v ZnSO,, 5% p/v glicerol. Luego, se lavaron con abundante agua

desionizada y se dejaron secar en los portaobjetos hasta el dia de la tincidén con plata.
3.1.8.3. Tincidn de los cometas

La tincidon con plata se realizé segun el procedimiento descripto por Nadin S.B. et al
[30]. Para ello, se mezclaron dos partes de solucidon A (5% p/v Na,COs), con una parte de
solucion B (0,2% p/v NH4;NOs; 0,2% p/v AgNOs; 0,2% p/v acido tungstosilisico; 0,15% v/v
formol; 5% p/v Na,COs3), en agitaciéon y oscuridad durante 15-20 min. La reaccion fue detenida

con 1% v/v de acido acético y los geles fueron lavados con agua desionizada y secados a TA.
3.1.8.4. Evaluacion de los cometas

Cada muestra fue evaluada con un objetivo 40X en un microscopio 6ptico Nikon
Eclipse E200 (Nikon Corp., Tokio, Japdn), contando 200 células por cada muestra. El dafio en el
ADN se evalud segun un score visual: 0, sin dafo; 1, 5-10% de dafio; 2, 11-30% de dafio; 3, 32-
60% de dafio; 4, 61-95% de dafio; y 5, > 95% de dafo (dafio total) [197]. La figura 3.1.8 ilustra
el cometa representativo de cada score. Para el célculo de la cantidad de aductos de cPt, se
utilizd un segundo agente capaz de fragmentar el ADN (580 uM H,0,, 1 hora a 4°C); de modo
que el grado de disminucidn de la cola del cometa de la muestra cisplatino + H,0,, en relacién
a la muestra control (tratada sélo con H,0,) representa el dafio causado por el cisplatino. La

formacion de aductos intercatenarios de cPt fue calculado mediante la formula [198]:

Aductos de cPt=1- (MAcPt-MAC)
(MACH-MACQ)
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Siendo MA: media de Migracién del ADN; cPt: muestra tratada con cisplatino +
peroxido de hidrégeno; C: muestra control, sin tratamientos; CH: muestra control + H,0,. Los
resultados obtenidos fueron normalizados en funcién de la muestra tratada con cPt a tiempo 0

(cPtTO=1).

La media de la migracidn del ADN [197] se calculd como: MA= [(% células con score 1)
x1 + (% células con score 2) x2+ (% células con score 3) x3 + (% células con score 4) x4 + (%

células con score 5) x5]/100.
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Figura 3.1.8. Cometas tefiidos con plata que muestran diferentes magnitudes de daiio al ADN
segun score visual. La cabeza del cometa representa el ADN integro, mientras que la cola del
cometa representa el ADN dafado. La evaluacion de cada cometa se llevdé a cabo mediante el
siguiente score: 0, sin dafio; 1, 5-10% de dafio; 2, 11-30% de dafio; 3, 32-60% de dafio; 4, 61-95% de
dafio; y 5, > 95% de dafio (dafio total).

3.1.9. Viabilidad celular

El bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) es un ensayo a corto
plazo en el cual el incremento o disminucién en el numero de células viables se relaciona
linealmente con la actividad mitocondrial. Esta técnica colorimétrica se fundamenta en Ila
reduccion del MTT por la enzima succinato-deshidrogenasa mitocondrial a formazan,
compuesto de color violeta [199]. El ensayo de MTT permite estudiar dafios permanentes y

transitorios, y por lo tanto, refleja efectos citotdxicos y citostaticos [188].

El colorante MTT (cat. 5655, Sigma-Aldrich) fue disuelto en una concentracién de 5
mg/mL en medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco) sin rojo fenol. Las

alicuotas fueron conservadas a -20°C y al abrigo de la luz hasta el momento de usar.

Se sembraron 5.000 células por pocillo en microplacas de 96 pocillos en medio IMDM
suplementado con 10% de SFB. Se sembraron un total de 6 pocillos por cada grupo
experimental y se dejaron 6 pocillos sélo con medio de cultivo completo sin células como
blanco experimental. Luego de 24 h se inicid el tratamiento correspondiente. A partir de una

solucidén de trabajo de 10 uM de cPt diluido en medio de cultivo sin SFB, se agregaron 100 uL
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de esta solucién a cada pocillo y se incubd durante 1 h. El grupo control se incubd solamente
con medio de cultivo. Finalizado el tratamiento con cPt, se elimind el medio con la droga
volcando la placa dentro del flujo laminar. Se agregé medio fresco con SFB vy las células se
dejaron recuperar a 37°C durante los tiempos establecidos. Posteriormente, se retird el medio
de las muestras invirtiendo la placa y las células se incubaron con 100 uL MTT 0,5mg/mL
disuelto en 1X PBS durante 3 h a 37°Cy al abrigo de la luz. Luego de retirar el MTT volcando la
placa, se agregd a cada pocillo 100 uL de DMSO para disolver los anillos de formazan. La
lectura de absorbancia de la placa se realizé a una longitud de onda de 570 nm en un lector de

microplacas MULTISKAN EX. El experimento se repitié en 3 ensayos independientes.

Los valores de absorbancia fueron normalizados respecto al control y se estandarizo al

100% de la viabilidad celular utilizando la siguiente formula:

% Viabilidad = media Absorbancia del grupo tratado - blanco x 100
media Absorbancia del grupo control - blanco

3.1.10. Deteccion inmunocitoquimica de la actividad pB-galactosidasa asociada a la

Senescencia

En 1995, Dimri y colaboradores mostraron que las células senescentes presentan
actividad B-galactosidasa, la cual es detectable a pH 6, distinta de la actividad B-galactosidasa
acida (lisosomal) presente en todas las células y detectable a pH 4 [200]. Este ensayo
citoquimico utiliza el sustrato cromdgeno 5-bromo-4-cloro-3-indol B-D-galactopiranésido (X-
gal) que produce un compuesto insoluble azul cuando es clivado por la enzima B-galactosidasa
[201]. Para este ensayo, se sembraron 4 x 10° células en cubreobjetos estériles en placas de 6
pocillos, las cuales fueron cultivadas por un lapso de 48 h antes del inicio de los tratamientos.
Al finalizar la exposicion al cPt y los posteriores tiempos de recuperacion, las células fueron
lavadas con 1X PBS y fijadas durante 5 min en una solucién de 2% formaldehido y 0,2%
glutaraldehido. Luego, las muestras se lavaron con 1X PBS (2 veces, 30 s) y se incubaron con
solucion de tincion (40 mM de &cido citrico/buffer Na,HPO, x2H,0, pH 6,0; 1 mg/mL X-gal,
Promega; 5 mM K, [Fe(CN)g] 3H,0; 5 mM K3 [Fe(CN)g]; 150 mM NaCl; 2 mM MgCl,) en cdmara
humeda a 37°C en oscuridad durante toda la noche. Posteriormente las células se lavaron con
1X PBS (2 veces, 5 min) y después con metanol. Se identificaron las células con tincion
turquesa y morfologia senescente, utilizando un objetivo 40X en un microscopio Nikon Eclipse

E200. Se determind el indice de senescencia para cada muestra segun la siguiente formula:
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% de senescencia= N° de células SA-Bgal (+) X 100.

N° de células totales

3.1.11. Analisis de ciclo celular por citometria de flujo

Esta metodologia permite determinar la fase del ciclo celular en el que se encuentran
las células de acuerdo a su contenido de ADN. Para esto se utiliza un colorante que se une con
alta afinidad al ADN, como es el caso del ioduro de propidio (IP). La cantidad de IP que se

determina en el citdmetro es proporcional al contenido de ADN de la célula.

Luego de 24 h de recuperacién post-cPt, las células fueron cosechadas mediante
tripsinizacién y lavadas dos veces con una solucién de 1X PBS suplementada con SFB al 1% a
4°C. El pellet de células fue resuspendido en PBS a una concentracidn de 5x 10> células/mLy
posteriormente las células fueron fijadas en etanol al 70% (1 h a 4°C). En este paso, 500 uL de
suspensién celular fue goteado suavemente en un tubo de 15 mL que contenia 5 mL (10
volumenes) de solucidn de fijacidn, agitando en vortex para evitar aglomeraciones. Luego de 1
h en heladera, las células fueron centrifugadas (1.200 rpm, 5 min) y lavadas con 1X PBS
conteniendo 1% SFB. Finalizada la ultima centrifugacion, las células fueron resuspendidas en
300 pL de una solucién de 0,2 mg/mL de ARNasa A (Qiagen Sciences Inc, MD, USA) en 1X PBS,
e incubadas a 37°C durante 30 min con agitacién suave. Para la tincion del ADN, se afiadio IP
(Sigma) a una concentracion final de 40 pg/mL y se incubd 15 min a TA en oscuridad. Las
células fueron analizadas en un citdmetro FACS Aria Ill (BD, Franklin Lakes, NJ, USA) y el
contenido de ADN fue determinado usando el programa FCS Express version 4 (De Novo

Software, LA, CA) a partir de un total de 20.000 eventos grabados.
3.1.12. Determinacion de Anexina V-loduro de propidio

Una de las caracteristicas de las células en apoptosis temprana, es la translocacién del
fosfolipido fosfatidilserina (FS) desde la cara interna hacia la cara externa de la membrana
plasmatica. La Anexina V es una proteina que tiene alta afinidad por la FS, a la cual se une
cuando se encuentra expuesta al ambiente extracelular. La Anexina V se conjuga con
fluorocromos como FITC para el estudio de apoptosis y se usa en conjunto con un colorante
vital como ioduro de propidio (IP) o 7-Amino-Actinomicina D (7-AAD). Debido a que las células
viables excluyen estos colorantes, la doble tincidon permite distinguir entre apoptosis temprana

(Anexina V+/IP-) y tardia (Anexina V+/IP+) [202].
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El estudio de apoptosis se realizé por citometria de flujo usando el kit FITC Annexin V
Apoptosis Detection Kit (556547, BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Se sembraron 2 x10°
células/pocillo en placas de 6 pocillos y se dejaron crecer durante 48 h en medio

suplementado con 10% de SFB hasta el inicio de los tratamientos experimentales.
3.1.12.1. Obtencion de la suspensidn celular

Una vez finalizados los tiempos de recuperaciéon post cPt, se recolectd el sobrenadante
en un tubo cdénico de 15 mL sumergido en hielo. Las células se lavaron con 1X PBS a 4°C,
recolectandose luego en el mismo tubo. Se agregd tripsina a la placa de cultivo y se incubd por
5 min a 37°C. Para inactivar la tripsina, se agregd medio de cultivo a 4°C, se resuspendieron las
células y se recolectaron en el tubo mencionado anteriormente. Se realizé el recuento celular
en camara de Neubauer y posteriormente las células se centrifugaron a 1.200 rpm durante 5
min. El pellet obtenido se lavé con 1 mL de 1X PBS suplementado con 1% SFB a 4°C. Las células
se centrifugaron nuevamente a 1.200 rpm, 5 min, y finalmente el pellet fue resuspendido en

1X binding buffer a una concentracién de 1x10° células/mL.
3.1.12.2. Tincidn

Se transfirieron 100 pL de suspension celular (1x 10° células) a un tubo de 1,5 mL, se
adicionaron 5 pL de anexina V-FITC y se incubaron 15 min en oscuridad a 4°C. Luego, se
adicionaron 200 pL de 1X binding buffer y 5 uL de IP, se mezcld en vértex y se mantuvieron en

hielo hasta su analisis en el citdmetro FACS Aria Ill (BD, Franklin Lakes, NJ, USA).
En el ensayo se incluyeron los siguientes controles:

v" Control positivo de apoptosis: Células expuestas a luz ultravioleta (UV) durante 10
minutos, y 4 h de recuperacion a 37°C.

v Control de autofluorescencia: células no tratadas sin marcar.

v" Controles simples marcas: para poder efectuar la compensacidn se utilizé un tubo con
células expuestas a UV y tefiidas Unicamente con Anexina V-FITC y otro tubo con

células expuestas a UV y tefiidas sélo con IP.

La proporcion de células con tincion positiva se calculé con el programa Flow Jo (Tree

Star, San Carlos, CA, USA) a partir de 10.000 eventos.

3.1.13. Inmunofluorescencia

Mayra Lis Sottile Fleury Pagina 57



Capitulo 3 — Materiales y Métodos

Se sembraron 18.000 células por cubreobjeto en placas de 12 pocillos y se dejaron
crecer durante 48 h antes de iniciar los tratamientos. Al finalizar los tiempos de recuperacion
post-cPt, se extrajo el medio, se lavaron las células con 1X PBS estéril y se fijaron con p-
formaldehido (PFA, al 4% en buffer 1X PBS, pH 7,4) durante 30 min a TA. Luego, se elimino el
PFA, se realizaron 2 lavados con 1X PBS (5 min cada uno) y los cubreobjetos fueron

conservados en 1X PBS estéril a 4°C hasta el momento de la realizacién de la IF.

Dia 1

Los cubreobjetos fueron tratados durante 30 min con una solucién 50 mM NH,4CI con
el fin de eliminar la autofluorescencia. Luego se lavaron las células con 1X PBS (5 min) y se
permeabilizaron durante 5 min a TA con una solucién de 0,1 % v/v Tritéon X-100 en 1X PBS.
Después de realizar un lavado con 1X PBS (5 min) y otro con buffer saponina (0,05% p/v
saponina; 0,2% p/v BSA en 1X PBS) durante 5 min, se realizd el bloqueo de los sitios
inespecificos en solucidn de permeabilizacion con 1% BSA durante 30 min. La incubacidén con el
Ac primario (anti-MLH1 o anti-MSH2 monoclonal hecho en ratén) diluido en buffer saponina se

llevd a cabo en cdmara himeda a 4°C durante toda la noche (dilucién en Tabla 3.1.7.4.1).

Dia 2

Se realizé un lavado con buffer saponina (10 min) y 2 lavados con 1X PBS (5 min) para
remover el exceso de Ac primario. Se incubaron las muestras con el Ac secundario (anti-murino
IgG conjugado con Alexa Fluor®450) diluido 1:400 en buffer saponina durante 1 h a TA en
camara humeda y oscuridad. Luego de lavar una vez con buffer saponina (10 min) y 2 veces
con 1X PBS (5 min), se incubd con el segundo Ac primario (Hsp27 o Hsp72 policlonal hecho en
conejo) diluido en buffer saponina en cdmara humeda y en oscuridad (2h a TA) con el objeto
de realizar ensayos de colocalizacidn. Se repitié nuevamente el lavado con buffer saponina (10
min) y luego 2 lavados con 1X PBS (5 min). La incubacién con el Ac secundario (anti-conejo IgG
conjugado con Cy®3) se realizé de la misma manera en camara himeda 1 h a TA y en
oscuridad. Posteriormente, las muestras se lavaron 3 veces con 1X PBS (5 min) y se incubaron
con 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI, 1:10000, Sigma-Aldrich) diluido en buffer saponina (10 min
a TA). Por ultimo, se realizaron 3 lavados con PBS 1X (5 min) y se procedié al montaje en
portaobjetos con 10 pL de medio Vectashield (cat. H1000, Vector laboratorios, CA, USA). Los
bordes se sellaron con esmalte sintético. Los preparados se almacenaron a 4°C y en oscuridad
hasta el momento de su visualizacién. Para examinar los preparados se utilizé un microscopio

confocal OLYMPUS FV-1000 usando el programa FV10-ASW 1.7 (Olympus, Japdn). Las fotos
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fueron tomadas con una lente objetivo Paplon 60X. Se incluyeron controles negativos

apropiados para asegurar la especificidad de la tincién observada.
3.1.13.1. Andlisis cuantitativo de colocalizacion

El analisis de colocalizacion se realizé con la aplicacién JACoP del programa Image J de
acuerdo a Bolte y Cordeliéres [203]. Se deconvolucionaron imagenes de células tefiidas con
anticuerpos primarios anti-MLH1 y anti-Hsp27 o anti-Hsp72, anti-MSH2 y anti-Hsp27 o anti-
Hsp72. Se generaron las funciones de dispersion de los puntos especificos para cada canal y la
relacidn sefial:ruido se ajustd hasta que las imagenes deconvolucionadas quedaran libres de
ruido. Se calculd el coeficiente de correlacidon Pearson (CCP). Para el cdlculo de CCP se midid la
dependencia de los pixeles en las imagenes de dos canales: canal verde y rojo para MLH1 y
Hsp27, para MLH1 y Hsp72, para MSH2 y Hsp27 y para MSH2 y Hsp72, respectivamente. El
coeficiente CCP puede adoptar valores entre -1 y +1, donde el valor 1 indica correlacién

completa mientras que -1 significa correlacidon negativa.
3.1.14. Inmunoprecipitacidon
3.1.14.1. Obtencion del lisado celular

Para esta técnica las lineas celulares se cultivaron en frascos de cultivo de 75 cm?* (BD
Falcon). Las células tratadas fueron tripsinizadas y transferidas a un tubo cénico para ser
centrifugadas a 1.200 rpm durante 5 min. Posteriormente, el pellet fue lavado con 1X PBS,
centrifugado y almacenado a -80 °C en tubos de 1,5 mL hasta su procesamiento. Se descongeld
el pellet y se le adiciond directamente el buffer de lisis no desnaturalizante RIPA (150 mM
NaCl; 1% Tritén X-100; 0,5% 4acido desoxicdlico; 0,1% SDS; 50mM Tris pH 8,0) suplementado
con inhibidores de proteasas (1mM PMSF, cocktail de inhibidores de proteasas 1X). Luego de la
cuantificacion de proteinas por el método de micro-BCA, se diluyd el lisado con buffer de lisis

hasta una concentracion de 1 ug de proteina/uL de buffer.
3.1.14.2. Preparacion de las particulas magnéticas

Para la inmunoprecipitacion se utilizaron las particulas magnéticas Dynabeads M-280
tosylactivated (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante con algunas

modificaciones.

Se lavaron 20 uL de particulas magnéticas contenidas en un tubo de 1,5 mL con 500 uL

de Buffer B (18,9 mM NaH,PO,xH,0; 81 mM Na,HPO, x2H,0; pH 7,4). Para esto, se agregd el
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buffer a las particulas, se agité la solucidn en vértex y se expuso en forma vertical a un campo
magnético hasta lograr el aclaramiento del liquido (aproximadamente 2 min). Una vez que las

particulas se separaron, se descarté el sobrenadante.

3.1.14.3. Incubacion con anticuerpo

Se diluyé el anticuerpo primario anti-MLH1 (1,5 pg; dilucién 1:333) o anti-MSH2 (1 ug;
dilucion 1:500) descriptos en la Tabla 3.1.7.4.1 en Buffer B hasta alcanzar un volumen final de
500 pL. Se incubaron las particulas magnéticas con el anticuerpo durante 48 h a 4°C y en

agitacién suave.

3.1.14.4. Lavado

Se expusieron las particulas nuevamente al magneto y una vez separadas, se descartd
el sobrenadante. Las particulas fueron lavadas durante 1 h con 1mL Buffer D (Buffer de
bloqueo: 0,5% BSA en PBS 1X, pH 7,4) a 37°C y en agitacidén suave. Una vez finalizado el
bloqueo, se separaron los complejos particulas-Ac primario y se lavaron dos veces con 1 mL de
Buffer C [3M (NH,4),SO, en Buffer B]. Para cada lavado, se afiadio el buffer a las particulas, se

agito en vortex, se acerco el tubo al iman y se descarté el sobrenadante.

3.1.14.5. Proceso de inmunoprecipitacion

Los complejos particulas-Ac se incubaron 2 h con 500 pg de proteinas a TA en agitacion
lenta. Luego de la exposicidn al magneto, se separd el sobrenadante. Los controles negativos
se realizaron incubando la muestra con particulas magnéticas no acopladas y con particulas

acopladas al control de isotipo.

Posteriormente, los complejos fueron lavados dos veces con 1 mL de 1X PBS no estéril,
y luego de descartar el sobrenadante, se agregaron 30 pL de buffer de muestra. Los complejos
se almacenaron a -20°C hasta el momento de la electroforesis. Antes de realizar la
electroforesis, la muestra se calenté durante 5 min a 95+5°C para romper la unién del Ac con
las particulas magnéticas. Luego, se expuso la muestra al iman y se separd el sobrenadante
(proteinas) de las particulas magnéticas para su siembra en el gel al 7% poliacrilamida-SDS.
Luego de la corrida, las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa. Para
verificar la efectividad de la IP y evaluar las interacciones proteicas, las membranas se
incubaron con los anticuerpos monoclonales hechos en ratdn que reconocen: Hsp27 (1:1500),
Hsp72 (1:8000), MLH1 (1:2000) y MSH2 (1:2000) descriptos en la Tabla 3.1.7.4.1. Se continud

la técnica segun el protocolo detallado para Western Blot (capitulo 3.1.7.4).
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3.1.16. Analisis estadistico

Para los analisis estadisticos se utilizé el programa GraphPad PRISM versién 6.01 (San

Diego, CA, USA).

El test de normalidad D’Agostino-Pearson fue empleado para determinar si los valores
obtenidos en cada ensayo correspondian a una distribucién normal. Se aplicé el test no
paramétrico Kruskal-Wallis con el post test de Dunn para evaluar la significancia de las
diferencias entre los diferentes grupos experimentales. Se utilizé un intervalo de confianza de
95%, por lo tanto, una P<0,05 fue considerada estadisticamente significativa. Para el calculo de
diferencias estadisticas entre las muestras tratadas y la muestra control para apoptosis y ciclo
celular se utilizé el test t de Student. En los estudios de clonogenicidad se utilizd el test t de

Student para el analisis estadistico entre las muestras tratadas con H+cPt y cPt.

3.2. Seccidn II: Metodologias empleadas para los estudios en linfocitos de sangre

periférica
3.2.1. Linfocitos de sangre periférica (LSP) de sujetos sanos y pacientes oncoldgicos
3.2.1.1. Sujetos Sanos (controles)

Se incorporaron cinco voluntarios sanos, procedentes del Centro Cientifico Tecnoldgico
(CCT) CONICET Mendoza, los cuales fueron seleccionados teniendo en cuenta los siguientes
criterios de inclusién: edad entre 22 y 40 afios, no fumadores y sin antecedentes familiares de
cancer. Estos requisitos fueron establecidos porque estudios previos realizados en LSP
empleando la técnica de ensayo cometa, demostraron que el dafo basal en el ADN aumenta
con la edad, mientras que la eficiencia de los mecanismos de reparacion declina [204-206].
También se ha comprobado, aunque existen controversias al respecto, que las personas que

fuman presentan mayor dafio basal en el ADN [207, 208].

Tabla 3.2.1.1. Sujetos sanos participantes en el estudio.

Control Sexo Edad (afios)
1 F 29
2 F 26
3 m° 28
4 F 35
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5 F 30

(a)F: femenino. (b) M: masculino.

Se extrajeron aproximadamente 15 mL de sangre por puncién venosa periférica, la cual
fue anticoagulada con heparina. Las células mononucleares fueron separadas en gradiente de
Histopaque® 1077 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), centrifugando la sangre durante 30
min a 1.400 rpm. Posteriormente, la capa de células mononucleares fue lavada con medio de
cultivo RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 (Gibco) y criopreservada a -80°C en una
mezcla que contenia 50% de SFB, 40% de medio RPMI 1640 y 10% de dimetilsulféxido (DMSO,

Sigma).
3.2.1.2. Pacientes oncoldgicos

El presente estudio fue aprobado por el Comité de Revision de Actividades de
Investigacion del Centro Oncolégico de Integraciéon Regional (COIR) de la provincia de
Mendoza. El criterio de seleccidon para los pacientes incluyd: diagndstico histoldgico y/o
citolégico de tumor compatible con el uso de analogos del platino, no haber recibido
quimioterapia o radioterapia anteriormente, edad entre 22 y 75 afios y funcién hepatica y
renal normales. En este trabajo participaron 12 pacientes oncoldgicos procedentes del COIR.
Todos los pacientes firmaron un consentimiento informado. La Tabla 3.2.1.2 resume las
caracteristicas de los pacientes que recibieron andlogos del platino en su régimen
quimioterapico y que se incorporaron al estudio. La repuesta a la quimioterapia se clasificé de

la siguiente manera:

a) Respuesta Completa (RC): desaparicion de las lesiones conocidas confimada
durante por lo menos 4 semanas.

b) Respuesta Parcial (RP): reduccién del 50% del tamafio global de las lesiones
medibles para la evaluaciéon del efecto terapéutico durante al menos 4 semanas, sin aparicion
de nuevas lesiones, ni progresién de ninguna de las existentes.

c) Enfermedad Estable (EE): imposibilidad de establecer una reduccién del 50% ni un
aumento del 25% del volumen total de una o varias de las lesiones medibles.

d) Enfermedad Progresiva (EP): aumento = 25% del volumen de una o varias lesiones

medibles, o aparicién de una o varias nuevas lesiones.
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Tabla 3.2.1.2. Caracteristicas de los pacientes oncoldgicos participantes en el estudio

N°Caso Edad Tumor Tratamiento N° Ciclos  Estadio Tamafo RC
(afios) (cm)
1 70 Gastrico Cisplatino/Antraciclina 4 1l NE® EE
2 48 Pulmoén Cisplatino/Pemetrexed 4 11 6,4 RC
3 68 Pulmén Cisplatino/Gemcitabine 3 \% ND° EP
4 81 Vejiga Cisplatino/Gemcitabine 5 | 1,8 EE
5 71 Cervix Cisplatino/Radioterapia 2 1B 3,5 RP
6 73 Cuelloy Cisplatino/Radioterapia 2 IVB 5 P
cabeza

7 60 Ovario Carboplatino/Paclitaxel 6 Hc 15 RC
8 54 Cervix Cisplatino 1 11B 7 SP
9 37 Cervix Cisplatino/Radioterapia 2 1] 3 P
10 54 Endometrio Carboplatino/Paclitaxel 3 \Y 5,5 P
11 55 Laringe Cisplatino/Radioterapia 3 I 0,4 RP
12 63 Vejiga Cisplatino/Radioterapia 2 I} 0,6 RC

(a)RC: Respuesta clinica. EE: Enfermedad estable. EP:Enfermedad progresiva. RP:Respuesta parcial. RC: Respuesta
completa. P: Pendiente. SP: Seguimiento perdido. (b)NE:No evaluable. (c): datos No Disponibles.

Se extrajeron entre 8-10 mL de sangre por puncion venosa antes de la quimioterapia.
La sangre heparinizada obtenida de los pacientes, fue procesada y criopreservada de igual

manera que en el caso de los sujetos controles.

Las células procedentes de los sujetos controles y de los pacientes fueron
descongeladas en un bafio termostatico a 37°C, lavadas con medio de cultivo RPMI 1640 y
resuspendidas con medio RPMI 1640 suplementado con 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina, 2 mM de L-glutamina, 10% de SFB, para ser finalmente cultivadas en presencia
de 5 ug/mL de fitohemaglutinina o lectin a 37°C en presencia de 5% CO,. La procedencia de
todos los reactivos fue de Sigma, con excepcidn del SFB (Internegocios, Buenos Aires,
Argentina). En un trabajo previo se determind mediante inmunocitoquimica el tipo celular de
la poblacién leucocitaria predominante en los cultivos. Se comprobd que mas del 95% las
células eran Linfocitos T (CD43+) y B (CD20+) [112]. Los LSP fueron utilizados en la ejecucién de

los Objetivos especificos 3 y 4 de esta tesis.

3.2.2. Tratamientos

La droga cPt utilizada en el cultivo de LSP fue la misma que se le administré a los
pacientes oncoldgicos en el curso de su tratamiento, procedente del Laboratorio Filaxis. En

cada ensayo, la droga se disolvid en agua estéril, inmediatamente antes de su uso, hasta
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obtener una solucidon de trabajo de concentracion 10 mM. La dosis de cPt a utilizar fue
determinada en LSP obtenidos de un sujeto control, los cuales fueron expuestos in vitro a
concentraciones crecientes de la droga durante 1 h y posteriormente se evalué viabilidad por
azul de tripan y dafio al ADN por ensayo cometa alcalino. En funcién de los resultados como asi
también de otros trabajos publicados en LSP expuestos in vitro a cPt [209-211], se eligid una
dosis de trabajo de 200 uM. A la dosis elegida, la viabilidad fue superior al 80% vy el dafo
inducido en el ADN fue significativo, aunque sin incrementar el nimero de células con dafio
total. El tiempo de recuperacion de 24 h fue establecido anteriormente por Nadin SB [212],
teniendo en cuenta que los aductos inducidos por andlogos del platino son de dificil remocién

y su reparacion puede demandar entre 24 y 48 h [198, 213, 214].

En base a estos resultados, se establecio el esquema experimental para LSP de sujetos
controles y de pacientes oncoldgicos: 1- cisplatino (cPt) 200 uM durante 1 h; y 2- H+cPt, cPt
200 uM (1 h) 24 h después de una hipertermia a 42°C (1 h). Un grupo de LSP fue recolectado
inmediatamente después del cPt, y los otros grupos se dejaron recuperar en medio completo

fresco a 37°C durante 24 h. La tabla 3.2.2. resume el disefio experimental definitivo.

Tabla 3.2.2: Disefio experimental para el cultivo de LSP de sujetos sanos y pacientes oncoldgicos

Grupo Control (C) Grupo Hipertermia+  Grupo Cisplatino

Cisplatino (H+cPt) (cPt)
Dia 1
Inicio del cultivo Si Si Si
Dia 3
Hipertermia (42°C, 1h) - Si -
Dia 4
Cisplatino (200 uM, 1h) - Si Si
Cosecha a tiempo 0 (T0)* Si Si Si
Recuperacién (24 h a 37°C) - Si Si
Dia 5
Cosecha a tiempo 24 (T24)° - Si Si

(a) TOy T24: tiempo en h de recuperacion a 37°C luego de la exposicion a cPt.

3.2.3. Ensayo cometa alcalino

Se llevd a cabo siguiendo los pasos descriptos en el capitulo 3.1.8.
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3.2.4. Inmunocitoquimica

Los linfocitos de sangre periférica (LSP) fueron cosechados luego de los tratamientos,
lavados con 1X PBS y fijados durante 15 min con formaldehido (4% v/v en 1X PBS). Luego de un
lavado, los LSP fueron resuspendidos en 100-500 uL de 1X PBS. Los frotis se prepararon a partir
de 20 uL de la suspensidn celular en portaobjetos previamente silanizados y se dejaron secar

en estufa a 37°C.

Dia 1

Los preparados se hidrataron con 1X PBS (5 min) y se permeabilizaron con una solucion
de 0,1% v/v Tritdn en 1X PBS durante 5 min. Luego de 2 lavados de 5 min cada uno en 1X PBS,
se procedio al bloqueo de la actividad de la enzima peroxidasa endégena con 3% perdxido de
hidrégeno en 1X PBS durante 30 min. Posteriormente, las muestras se lavaron 2 veces con 1X
PBS (5 min cada lavado) y se llevaron a ebullicion durante 30 min en 0,01M buffer citrato
(buffer citrato 0,1M, para 100 mL: 1,05 g de acido citrico monohidratado; 1,47 g citrato de
sodio dihidratado; pH 6). Luego de 2 lavados con 1X PBS se realizé el bloqueo de sitios
inespecificos con leche descremada al 10% en agua destilada durante 30 min. Finalmente, las
muestras se incubaron con el Ac primario correspondiente (anti-yH2AX o anti-53BP1, Tabla
3.1.7.4.1) diluido en buffer de dilucién de anticuerpos (0,02 M NaPO,H,; 0,15 M NacCl; 0,04%

azida sédica; 1% BSA; pH 7,6), en cdmara hiumeda a 4°C durante toda la noche.

Dia 2

Los preparados se lavaron durante 15 min en 1X PBS y se incubaron durante 45 min
con el anticuerpo secundario anti-conejo y anti-raton conjugado con biotina (catidlogo BA-
1400, Vector), diluido 1:100 en 1X PBS a TA y en camara humeda. Luego, las muestras se
lavaron con 1X PBS (15 min) y se incubaron con estreptavidina (catalogo PK-6100, Vector)
diluida 1:100 en 1X PBS en camara humeda (TA, 45 min). Los preparados se lavaron 10 min en
1X PBS y se incubaron con diaminobencidina (1:50, Vector) como sustrato cromdgeno durante
10 min en cdmara humeda y oscuridad. La contratincidn se realizé con verde de metilo (0,5%
p/v en acetato de sodio 0,1 M, pH 4,6) durante 30 min a 56°C. Finalmente, se realiz6 la
deshidratacién y el montaje de los preparados con bdlsamo de Canada (Canadax, Biopur,

Buenos Aires).
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3.2.5. Analisis estadistico

En el caso de las muestras de LSP, para evaluar las diferencias en la media de la
migracion del ADN y la expresién de yH2AX o 53BP1 entre los distintos grupos experimentales,
se utilizo el test Kruskal Wallis y el post-test de Dunn, comparando todos los grupos entre siy
al mismo tiempo. Para determinar las diferencias entre pacientes y sujetos controles se aplicé
el test no paramétrico para muestras no apareadas de Mann-Whitney, considerando

estadisticamente significativa una P<0,05.
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CAPITULO 4

RESULTADOS

4.1. Seccion |: Resultados del primer objetivo especifico

4.1.1. Clonogenicidad de las lineas celulares HCT116, HCT116+ch2 y HCT116+ch3 luego de la

exposicion a cisplatino (cPt) o hipertermia+cisplatino (H+cPt)

La linea celular de adenocarcinoma colorrectal humano deficiente en el sistema de
reparacion de bases mal apareadas HCT116+ch2 (MMR-), y la linea isogénica proficiente en el
sistema MMR HCT116+ch3 (MMR+) fueron expuestas a dosis crecientes de cisplatino (cPt): 5,
10, 15, 20 y 25 uM durante 1 h con el objeto de evaluar la capacidad de formacién de colonias
de estas células (Figura 4.1.1). También se evalud el efecto del tratamiento con hipertermia
(H), para lo cual otro grupo de células fue expuesto a una hipertermia 42°C durante 1 h,
seguido de una recuperacion a 37°C de 24 h antes del tratamiento con las dosis crecientes de

cPt.

Las células MMR+ resultaron mas sensibles al cPt (1C5,=10,3+1,4 uM) en comparacion
con las células control MMR-, HCT116+ch2 (1C5p=12,1+0,9 uM). El tratamiento con H 24 h antes
del cPt aumentd la clonogenicidad a dosis mayores de cPt, tanto en las células MMR- como
MMR+. Las células HCT116+ch2 expuestas a la H resultaron 1,42 veces mas resistentes al cPt
(1C50=17,612,1 uM; Figura 4.1.1.b), siendo este incremento de clonogenicidad estadisticamente
significativo con dosis de 15 y 20 uM de cPt. En el caso de células MMR+, la H no afectd el
numero de colonias a concentraciones por debajo de 10 uM, mientras que incrementd la
resistencia a concentraciones superiores de la droga (1Cs0=11,5+1,9 uM; Figura 4.1.1.c), siendo

esta diferencia entre los tratamientos estadisticamente significativa a 20 y 25 uM de cPt.

De estos resultados se desprende que la hipertermia favorecio la clonogenicidad de
células deficientes en el sistema de reparacion MMR tratadas con cisplatino. Las células MMR
proficientes resultaron mds sensibles a ambos tratamientos en relacion a las células MMR

deficientes.
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Figura 4.1.1. Curvas de clonogenicidad de las lineas celulares de cancer de colon humano MMR- y
MMR+ expuestas a cisplatino (cPt) e hipertermia+cisplatino (H+cPt). La figura muestra el porcentaje
de formacion de colonias de las células (a) HCT116+ch2 y (b) HCT116+ch3 luego de 1 h de tratamiento
con 5, 10, 15, 20 y 25 puM de cPt (cuadrados negros) o del tratamiento con H a 42°C, 24 h antes de las
exposicion a cPt (tridangulos de color). Cada punto representa la media + error estandar de la media (EE)
de tres experimentos realizados por duplicado. Para el analisis estadistico se utilizo el test t de Student.
*P<0,05; **P<0,01.

Para la concrecidon de los procedimientos experimentales posteriores, se decidié
trabajar con la concentracion ICsy de cPt de las células MMR+, que fueron mas sensibles a la

droga.

A continuacién se muestra un esquema del protocolo experimental aplicado con las

abreviaciones utilizadas en la seccion de resultados.

Dial Dia3 Dia4 Dia 5
Inicio del Hipertermia Cisplatino Final del
cultivo 42°C, 1h 10 uM, 1h cultivo
| | | | |
1 | | R |
CosechaTO, T2, T4 Cosecha T24

Tratamientos

C control 37°C

H células expuestas s6lo a hipertermia

cPt células expuestas sélo acisplatino

H+cPt células expuestas a hipertermia 24 h antes del cisplatino

Tiempos de Recoleccién

TO cosecha inmediatamente finalizado el tratamiento con cisplatino
T2 cosecha luego de 2 h de recuperacién del cisplatino

T4 cosecha alas4 h de recuperacion del cisplatino

T24 cosechaa las 24 h de recuperacién del cisplatino
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4.1.2. Efecto del tratamiento cPt e H+cPt en la expresion de Hsp27 (HSPB1) y Hsp72 (HSPA1A)
en células MMR- y MMR+

Las proteinas de golpe de calor (HSPs) son inducidas en la célula bajo condiciones de
estrés. En caso de la exposicidon a agentes genotodxicos, se ha observado que Hsp27 y Hsp72
son capaces de translocarse al nucleo, y colocalizar con proteinas de reparacion del ADN. Por
este motivo, se estudid la expresién de estas chaperonas luego de un tratamiento con cPt o
H+cPt en un contexto celular MMR deficiente y proficiente. Luego de los tratamientos
mencionados, se evaluaron los niveles de expresién de ARNm a través de la técnica de RT-PCR
en tiempo real. No se observaron cambios estadisticamente significativos en la expresién de
Hsp27 a nivel de ARNm en la linea celular HCT116+ch2 luego de los tratamientos.
Llamativamente, la expresion basal de Hsp27 fue mayor en las células HCT116+ch3 (MMR+),
descendiendo en forma significativa inmediatamente después del tratamiento con cPt. Este
descenso de ARNm de Hsp27 se mantuvo estable a las 4 y 24 h del tratamiento con la droga.
Los valores de expresion de Hsp27 alcanzados como consecuencia del cPt en las células MMR+

fueron similares a los niveles de Hsp27 en la linea MMR- (Figura 4.1.2.a).

A diferencia de lo observado para Hsp27, los niveles de expresion génica de Hsp72 se
incrementaron significativamente 4 h después del tratamiento con cPt en ambos grupos
experimentales (cPt o H+cPt), tanto en células MMR- como MMR+. Luego de 24 h de
recuperacion, la expresién de Hsp72 se redujo practicamente al valor basal en ambas lineas

celulares MMR- y MMR+ (Figura 4.1.2.b).
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Figura 4.1.2. Efecto del tratamiento con cisplatino (cPt) o hipertermia+cisplatino (H+cPt) en la
expresion génica de Hsp27 y Hsp72 en células tumorales de colon HCT116 (MMR-) y HCT116+ch3
(MMR+). Las células fueron tratadas con cPt solo (10 uM, 1 h) o con hipertermia (42°C, 1h) 24 h antes de
cPt (H+cPt). Las células se recolectaron a las 0, 4 y 24 h de finalizado el tratamiento. Cuantificacién de
ARNm en base al método 27" de (a) Hsp27 y (b) Hsp72. Las barras representan la mediatEE. Las
diferencias estadisticas fueron calculadas con respecto al grupo control no tratado (C=37°C) de cada
linea celular. Se aplico el test no paramétrico Kruskal-Wallis con el post-test de Dunn. *P<0,05.
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En base a los datos obtenidos se verifico que el tratamiento con hipertermia no indujo

cambios en la expresion a nivel de ARNm de Hsp27 y Hsp72 de células MMR-/+ tratadas con

cisplatino.

4.1.3. Efecto de la hipertermia en la expresion génica de MSH2 y MLH1 en células MMR- y

MMR+ expuestas a cPt

En las células tumorales MMR-, la expresién génica de MSH2 mostré un ligero
incremento a las 4 h de finalizada la exposicidn al cPt (grupos cPt e H+cPt). Por el contrario, en
la linea celular HCT116+ch3 (MMR+), el nivel de ARNm de MSH2 disminuyé a las 4 h del cPt
(grupos cPt o H+cPt). Luego de 24 h de recuperacion, las células MMR- expuestas solo a cPt

mostraron una menor expresion de MSH2 con respecto al control (Figura 4.1.3.a).

Un comportamiento diferente se verificé para MLH1. Tanto su expresion basal como la
observada luego de los tratamientos con cPt e H+cPt, fue superior en la linea MMR+ respecto a
la linea celular MMR-. Esta diferencia resultd estadisticamente significativa 24 h después del
tratamiento con H+cPt. Por otra parte, en la linea celular MMR-, la expresion de MLHI se
redujo luego de 24 h de recuperacién en el grupo H+cPt, comportamiento similar al observado

para MSH2 (Figura 4.1.3.b).
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Figura 4.1.3. Efecto de la exposicion al cisplatino (cPt) o hipertermia+cisplatino (H+cPt) en la expresion
a nivel de ARNm de MSH2 y MLH1 en células tumorales de colon HCT116+ch2 (MMR-) y HCT116+ch3
(MMR+). Las células fueron tratadas con cPt solo (10 uM, 1 h) o con hipertermia (42°C, 1h) 24 h antes de
cPt (H+cPt). Las mismas fueron recolectadas a las 0, 4 y 24 h de finalizado el tratamiento con la droga.
Cuantificacion de ARNm en base al método 2" de (a) MSH2 y (b) MLH1. Las barras representan la
mediazEE. Las diferencias estadisticas fueron calculadas con respecto al grupo control no tratado
(C=37°C) de cada linea celular (*) y entre lineas celulares (°). Se aplicé el test no paramétrico de Kruskal-
Wallis con el post-test de Dunn. *°P<0,05; **P<0,01.
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Los resultados obtenidos determinaron que el tratamiento con hipertermia previa al
cPt indujo una expresion diferencial de MLH1 entre las lineas celulares MMR- y MMR+ luego
de 24 h de recuperacion. Se observo una menor expresion de ARNm en las células MMR- y una

mayor expresion en las células MMR+ en relacion al control.

4.1.4. Efecto del tratamiento cPt e H+cPt en la expresion de las proteinas Hsp27 y Hsp72 en

lineas celulares MMR- y MMR+

Luego de estudiar la expresidon de las proteinas de golpe de calor Hsp27 y Hsp72 a nivel
de ARNm, la misma fue analizada a nivel proteico por medio de western blot (Figura
4.1.4.Panel ). Se observd que la expresion constitutiva de ambas HSPs fue inferior en la linea

celular HCT116+ch2 (MMR-) en relacion a la que la linea celular HCT116+ch3 (MMR+).

Luego del tratamiento con cPt y tras los periodos de recuperacion, no se observaron
cambios en la expresion de Hsp72 en las lineas celulares MMR-/+. Si bien la linea HCT116+ch2
presenté un leve aumento de Hsp72 24 h del tratamiento concPt, este cambio no resulté
estadisticamente significativo (Figura 4.1.4.Panel Il.a). El tratamiento con calor 24 h antes de la
exposicion al cPt, incrementd significativamente la expresién de Hsp72 en las dos lineas
celulares a TO (inmediatamente después de la exposicion a cPt) en relacidn al control, aunque
la induccién de esta proteina fue levemente superior en la linea celular HCT116+ch2 (Figura
4.1.4.Panel Il.a-b). La expresién de Hsp72 en el grupo H+cPt también fue significativamente
superior en relacién al grupo tratado sélo con cPt alas 0, 2y 4 h de recuperacidn. La expresion
de la proteina se redujo ligeramente en el grupo H+cPt, en las 24 h posteriores al tratamiento

con la droga (Figura 4.1.4.Panel Il.a-b).

En el caso de Hsp27, el tratamiento con cPt incrementd levemente su expresion luego
de 4 y 24 h de recuperacion. La expresidn de Hsp27 se incrementd en el grupo de células
tratadas con H+cPt, resultando estadisticamente significativa en la linea celular HCT116+ch2
(Figura 4.1.4.Panel ll.c). Como se observé para Hsp72, la induccién de Hsp27 fue mayor en las
lineas celulares MMR- que presentaban menor expresidn basal en relacién a la linea MMR+. En
las células HCT116+ch2, se verificaron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos cPt e H+cPt a TO y T2. Al igual que lo descripto anteriormente para Hsp72, la expresion
de Hsp27 inducida por el tratamiento H+cPt se redujo en las dos lineas celulares estudiadas,

luego de 24 h de recuperacion post-cPt (Figura 4.1.4.Panel Il.c-d).
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Figura 4.1.4. Panel I. Inmunoblots para Hsp27 y Hsp72 de células de cancer de colon MMR-/+
tratadas con cisplatino (cPt) o hipertermia+cisplatino (H+cPt). Las células fueron expuestas a cPt
solo (10 uM, 1 h) o hipertermia (42°C, 1h) 24 h antes del cPt (H+cPt). Las células se recolectaron a
las 0, 2, 4 y 24 h de finalizado el tratamiento con cPt. Imagenes representativas de los western blot
para Hsp72 y Hsp27 en células MMR-, HCT116+ch2 (a) y células MMR+, HCT116+ch3 (b). Se
sembraron 20 ug de proteinas totales en un gel de acrilamida/bisacrilamida al 10%. Se utilizo B-
actina como control de carga. Panel Il. Cuantificacion de los inmunoblots. Los graficos
corresponden a los valores de densidad dptica obternidos a partir del analisis de los inmunoblots
para Hsp72 (a, b) y Hsp27 (c, d) normalizadas a la B-actina en células HCT116+ch2 y HCT116+ch3.
Las diferencias estadisticas fueron calculadas con respecto al grupo control no tratado (C=37°C, *) y
entre tratamientos (cPt e H+cPt, #) de cada linea celular utilizando el test no paramétrico Kruskal-
Wallis y Dunn considerando estadisticamente significativa *’#P<0,05. Las barras representan la
mediazEE.

Los datos obtenidos indican que la hipertermia previa al cPt incrementd en forma
significativa la expresion de Hsp72 en ambas lineas celulares de colon, independientemente
del sistema MMR. No obstante, la induccion de Hsp27 resultd significativa unicamente en las

células MMR- tratadas con H+cPt.
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4.1.5. Efecto de la hipertermia en la expresion de las proteinas de reparacion MSH2, MLH1 y

ERCC1 en células tumorales de colon MMR- y MMR+ expuestas a cPt

La expresidn proteica de MSH2 y MLH1, componentes del sistema MMR, y de ERCC1,
perteneciente al sistema NER, fue evaluada mediante inmunoblot. Tal como se describié en el
capitulo Introduccion (1.5.2), tanto el sistema MMR como el sistema NER intervienen en la
respuesta al dafio en el ADN inducido por cPt, siendo éste ultimo el principal mecanismo que
posee la célula para remover los aductos de cPt. Si bien este estudio se ha focalizado en
proteinas del sistema MMR, es necesario tener en cuenta que otros factores de reparacién del
ADN también pueden intervenir y ser afectados por los tratamientos. Por este motivo, se
incluyd en este estudio la expresidon de ERCC1, una enzima especifica del sistema NER. Luego
de los tratamientos experimentales, las células fueron recolectadas inmediatamente finalizado
el tratamiento, a las 2, 4 y 24 h de la exposicidn al cPt (TO, T2, T4 yT24 respectivamente) para

realizar la lisis celular.

Como se puede observar en el Panel | de la figura 4.1.5, el tratamiento con cPt no
modificd la expresion de MSH2 en ninguno de los tiempos estudiados para la linea celular
MMR- (Figura 4.1.5.Panel Il.a). No obstante, en la linea celular MMR+ se detectd un leve
incremento en la expresion de MSH2 luego del tratamiento con cPt pero sin significancia
estadistica (Figura 4.1.5.Panel Il.b). Sin embargo, en las células MMR- pretratadas con H (42°C,
1h) 24 h antes del cPt, se observd una significativa reduccion en la expresion de MSH2 a TO
(inmediatamente finalizado el tratamiento con cPt) con respecto al grupo control y al tratado

sélo con cPt.

Dado que la linea celular HCT116+ch2 presenta una mutacion en el gen MLH1 que da
origen a una forma truncada no funcional de la proteina MLH1, por inmunoblot sélo se puso
dectar la forma salvaje de la proteina MLH1 presente en la linea celular HCT116+ch3 (Figura
4.1.5. Panel I.b). En estas células MMR+, la expresion de MLH1 disminuyé significativamente
inmediatamente finalizado el tratamiento H+cPt (Figura 4.1.5. Panel Il.e). Posteriormente, se
observé una tendencia a reestablecer los niveles de MLH1 a partir de las 4 h de recuperacion

post H+cPt.
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En el caso de ERCC1, el tratamiento con cPt no indujo cambios estadisticamente

significativos en las células MMR-/+. No obstante, la expresién de esta proteina se modificé

una vez finalizado el tratamiento con H+cPt, principalmente en las células MMR-,

observandose una disminucion significativa en células HCT116+ch2 a T2 (Figura 4.1.5.Panel Il.c)

Las células MMR+ expuestas a H+cPt, también mostraron una reduccién sostenida en la

expresion de ERCC1 a partir de las 2 h de extraida la droga (Figura 4.1.5.Panel Il.d).
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Figura 4.1.5. Panel I. Inmunoblots para las proteinas MSH2, MLH1 y ERCC1 en células tumorales de
colon MMR-/+ expuestas a cisplatino (cPt) o hipertermia+cisplatino (H+cPt). Las células fueron
tratadas con cPt solo (10 uM, 1 h) o con hipertermia (42°C, 1h) 24 h antes del cPt (H+cPt), y fueron
recolectadas posteriormente a las 0, 2, 4 y 24 h de finalizado el tratamiento con cPt. Imagenes
representativas de los western blot de MSH2, MLH1 y ERCC1 en células MMR-, HCT116+ch2 (a) y
células MMR+, HCT116+ch3 (b). Se sembraron 20 pg de proteinas totales en un gel de
acrilamida/bisacrilamida al 7,5%. Se utilizo B-actina como control de carga. Panel Il. Cuantificacién
de inmunoblots. Los graficos corresponden a la cuantificacién de los inmunoblots mediante
densidad éptica de las bandas MSH2 (a, b) y ERCC1 (c, d) en células HCT116+ch2 y HCT116+ch3, y de
las bandas MLH1 (e) en células HCT116+ch3, normalizadas con respecto a B-actina. Las diferencias
estadisticas fueron calculadas con respecto al grupo control no tratado (C=37°C, *) y entre
tratamientos (cPt e H+cPt, #) para cada linea celular utilizando el test no paramétrico Kruskal-Wallis
y Dunn considerando estadisticamente significativa *’#P<0,05. Las barras representan la mediaEE.

Los resultados de esta seccion determinaron que la hipertermia previa al cPt redujo
la expresion de las proteinas de reparacion de MSH2 y ERCC1 en células MMR deficientes.
Por otra parte, mientras que en las células MMR proficientes la expresion de MSH2 no se

modificd, pero si disminuyeron los niveles de expresion proteica de MLH1 y ERCC1.

4.1.6. Efecto de la hipertermia en el dafio en el ADN inducido por cPt en células MMR- y

MMR+

Una vez finalizado el tratamiento con cPt, las tres lineas celulares fueron recolectadas
alas 0, 2,4y 24 h del mismo. Se evalué por inmunoblot la fosforilacidon en el residuo serina
139 de la proteina H2AX (yH2AX). Esta modificacidn post-traduccional constituye un marcador
de rupturas de doble cadena en el ADN, ampliamente utilizado para el estudio del dafio y
reparacion del ADN. En las células tratadas sélo con cPt, se observé un incremento progresivo
en la fosforilacion de H2AX que alcanzd un pico a las 24 h de recuperacidn. En las dos lineas
celulares, independientemente de la proficiencia del sistema MMR, el grupo tratado con
H+cPt, mostré mayor expresién de yH2AX que el grupo expuesto sélo a cPt. En las células
MMR-, la fosforilacidn de H2AX continud incrementdndose hasta las 24 h posteriores al
tratamiento H+cPt, mientras que en la linea MMR+ tratada con H+cPt, los niveles de yH2AX se

mantuvieron estables (Figura 4.1.6).
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Figura 4.1.6. Efecto del tratamiento con cisplatino (cPt) o hipertermia+cisplatino (H+cPt) en la expresion
de yH2AX en lineas celulares tumorales de colon HCT116+ch2 (MMR-) y HCT116+ch3 (MMR+). Las células
fueron tratadas con cPt solo (10 uM, 1 h) o con hipertermia (42°C, 1h) 24 h antes del cPt (H+cPt). Las células
se recolectaron a las 0, 2, 4 y 24 h de finalizado el tratamiento. Se sembraron 20 ug de proteinas totales en
un gel de acrilamida/bisacrilamida al 12%. (a) Imagenes representativas de los western blot de H2AX
fosforilada (yH2AX) en células MMR- y MMR+. (b) Graficos correspondientes a la cuantificacion de los
inmunoblots mediante densidad dptica de las bandas yH2AX normalizadas a la B-actina. Las diferencias
estadisticas fueron calculadas con respecto al grupo control no tratado (C=37°C) de cada linea celular
utilizando el test no paramétrico Kruskal-Wallis. Las barras representan la mediatEE.

Estos resultados determinaron que la hipertermia incrementd en forma no significativa

el dafio al ADN inducido por el cisplatino en las células tumorales de colon, independientemente

de la funcionalidad del sistema MMR.

4.1.7. Efecto de la hipertermia en la formacion de aductos de cPt en el ADN de células MMR-

y MMR+
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El ensayo cometa alcalino, también conocido como electroforesis en gel de células
individuales, se utilizé para estudiar el dafio en el ADN inducido por cPt e H+cPt. El cPt es una
droga que produce enlaces cruzados con el ADN, originando su compactacion. Por esta razén,
para poder visualizar el dafio en el ADN inducido por aductos de cPt a través del ensayo
cometa alcalino, se necesita un segundo agente capaz de generar fragmentacién. Para ello, se
emplea peréxido de hidrégeno, de modo tal que una reduccidn en la longitud de la cola del
cometa (menor migracién electroforética), en relacién a la muestra tratada con H,0,, es
indicativo de la presencia de aductos de cPt. La evaluacién de los cometas se llevé a cabo
mediante score visual de la migracién del ADN y la cuantificaciéon de aductos de Pt se realizd
segun la formula propuesta por Arora S. y colaboradores [198] descripta en el Capitulo 3.8 de

Materiales y Métodos.
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Figura 4.1.7. Daiio en el ADN inducido por cisplatino (cPt) o hipertermia+cisplatino (H+cPt) en células
tumorales de colon MMR-/+ mediante ensayo cometa alcalino. Las células fueron tratadas con cPt (10 pM,
1 h) o con hipertermia (42°C, 1 h) 24 h antes de la exposicidn al cPt (H+cPt). Las células fueron recolectadas
inmediatamente después de finalizado el tratamiento con cPt (T0), y a las 4 y 24 h de la exposicién a la
droga (T4 y T24, respectivamente). (a) Graficos correspondientes a la cuantificacion de aductos de cPt en las
lineas celulares MMR- (HCT116+ch2) y MMR+ (HCT116+ch3). Las diferencias estadisticas fueron calculadas
con respecto al grupo tratado solo con cPt a TO mediante los test Kruskal-Wallis y Dunn. *P<0,05; **P<0,01;
""P<0,001. Las barras representan la mediatEE. (b) Imagenes representativas de los cometas de muestras
control sin tratar (37°C), control y muestras experimentales (cPt e H+cPt) expuestas con un segundo agente
capaz de fragmentar el ADN (H,0,). Observe la diferencia de la extensidn de las colas de los cometas entre
las muestras control y control+H,0,, asi como también entre H+cPt TO y cPt TO. Todas las fotos fueron
tomadas con un objetivo de 60X.
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La figura 4.1.7.a. muestra los graficos de barra correspondientes a la cuantificacion de
aductos de cPt, donde puede apreciarse en las dos lineas celulares un incremento en el
contenido de aductos en el ADN a lo largo del tiempo. Esta observacion se corresponde con la
cinética de formacién de enlaces cruzados de esta droga, ya que se ha reportado que los
aductos de cPt pueden continuar formandose hasta 6 h después de la exposicidn a la droga
[198, 213, 214]. En las lineas MMR deficientes no se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos cPt e H+cPt a nivel del dafo al ADN inmediatamente después de
finalizar el tratamiento. Sin embargo, si se observd un aumento significativo en la cantidad de
aductos en el ADN entre los grupos cPt e H+cPt cuando las células MMR- fueron analizadas a
las 4 y 24 h post-cPt. La aplicaciéon de una hipertermia 24 h antes del cPt potencid la
genotoxicidad de la droga evidenciado por un aumento significativo en el porcentaje de
aductos en las células con un sistema MMR funcional en todos los tiempos experimentales (TO,
T4 y T24). En general, el efecto de la hipertermia en la formacidn de aductos de cPt se observé
tanto en células MMR+ como MMR-, no obstante, resulté mayor en la linea mas sensible al cPt

(MMR+).

En concordancia con el resultado de la seccion 4.1.6, la hipertermia previa al cisplatino
incremento el dafio al ADN, en este caso medido como contenido de aductos de cPt-ADN,

independientemente de la proficiencia del sistema MMR.

4.1.8. Expresion de fosfo-CHK1 y fosfo-CHK2 luego de la exposicion a cPt e H+cPt en células

tumorales de colon MMR-/+

Las proteinas CHK1 y CHK2 intervienen en los puntos de control del ciclo celular y son
fosforiladas en residuos especificos en respuesta del dafio al ADN. En este trabajo se estudid
por inmunoblot la fosforilacion en Serina 345 (pS345) y Treonina 68 (pT68) de CHK1 y CHK2,

respectivamente.

En la figura 4.1.8. se puede puede la fosforilacién de CHK1 tras la exposicion al cPt en
las dos lineas celulares, haciéndose mas evidente a partir de las 2 h de recuperacion. Sin
embargo, la fosforiacion de CHK1 fue superior en las células fueron expuestas a una
hipertermia antes del cPt (H+cPt). En la linea HCT116+ch2 (MMR-), la fosforilacion de CHK1 se
mantuvo constante con el transcurso del tiempo de recuperacién, mientras que en las células
MMR+ se evidencié un pico de pS345 CHK1 inmediatamente después de la exposicién a H+cPt.

Si bien en las células MMR+ tratadas con H+cPt, CHK1 permanecié fosforilada alas 2, 4y 24 h
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de recuperacién, los niveles de pS345 CHK1 fueron menores que a tiempo 0, pero superiores a

los observados en el grupo de células que recibieron sélo cPt.

Los efectos del cPt en la fosforilacion de CHK2 resultaron mas evidentes en el grupo de
células MMR+ tratadas con H+cPt, donde pudo verificarse la activacion de CHK2,

especialmente a las 24 h de recuperacion.

@ HCT116 +ch2 (MMR-) (b) HCT116 +ch3 (MMR+)
cPt H+cPt cPt H+cPt
Tiempo(h)postcPt C O 2 4 24 0 2 4 24 c 0 2 4 2 0 2 4 2
pS345 CHK1 ‘ - ----‘ ‘ N -—-———-—‘
B-actina ‘ --.-..‘-‘s‘ l -....———-‘
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Figura 4.1.8. Efecto del tratamiento con cisplatino (cPt) o hipertermia+cisplatino (H+cPt) en la
fosforilacion de CHK1 (pS345) y CHK2 (pT68) en células tumorales de colon HCT116+ch2 (MMR-
) y HCT116+ch3 (MMR+). Las células fueron expuestas a cPt (10 uM, 1 h) o a hipertermia (42°C,
1h) 24 h antes del cPt (H+cPt) y recolectadas a las 0, 2, 4 y 24 h de finalizado el tratamiento. Se
sembraron 40 pg de proteinas totales en un gel de acrilamida/bisacrilamida al 10%. La figura
contiene imagenes representativas de los inmunoblot de pS345 CHK1 y pT68 CHK2 en lineas
celulares (a) HCT116+ch2 y (b) HCT116+ch3. Note la induccion de la fosforilacién de CHK1 y
CHK2 luego del tratamiento combinado H+cPt en las dos lineas celulares.

Los resultados obtenidos de esta seccion demuestran que el tratamiento con
hipertermia, 24 h antes del cisplatino, favorecio la activacion CHK1 y CHK2 en células MMR-

y MMR+.

4.1.9. Efecto del tratamiento cPt e H+cPt en la viabilidad de lineas celulares tumorales de

colon humano MMR- y MMR+

La viabilidad de las células fue evaluada mediante el ensayo de MTT (bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) luego de la exposicion a hipertermia (H), cisplatino
(cPt) e hipertermia+cisplatino (H+cPt). En este ensayo se estudié adicionalmente el efecto de la
hipertermia, para descartar que una disminucion de la viabilidad del tratamiento combinado
H+cPt fuera debido a una reduccion de células viables o del nimero de células luego del

tratamiento hipertérmico.

La hipertermia causé una disminucién en la viabilidad celular, en mayor proporcién
en la linea celular MMR- a TO, si bien los cambios no fueron estadisticamente significativos

(Figura 4.1.9.). El tratamiento con cPt no afectd el nimero de células viables en ninguna de las

Mayra Lis Sottile Fleury Pagina 79



Capitulo 4 — Resultados

dos lineas celulares. Sin embargo, el tratamiento con hipertermia 24 h antes del cPt (H+cPt)
indujo una disminucién en la viabilidad en células MMR- y MMR+. En las células MMR-, la
viabilidad se redujo significativamente a un 80% inmediatamente finalizado el tratamiento
(TO), pero luego se incrementd un 10% con el transcurso de la recuperacién. En este ensayo las
células MMR+ resultaron ser mas sensibles al tratamiento H+cPt, dado que la viabilidad se

redujo al 65% 24 h después del cPt (P<0,01).
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Figura 4.1.9. Determinacion de la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT en las lineas celulares
HCT116+ch2 y HCT116+ch3 expuestas a cisplatino (cPt) o hipertermia+cisplatino (H+cPt). Las células
fueron tratadas con hipertermia (H) a 42°C durante 1 h, cPt (10 uM, 1 h) o con hipertermia 24 h antes de
la exposicion al cPt (H+cPt). Las células fueron recolectadas inmediatamente después de finalizado el
tratamiento con cPt, y a las 4 y 24 h de la exposicidn a la droga. Gréficos correspondientes al porcentaje
de viabilidad en las lineas celulares (a) HCT116+ch2 y (b) HCT116+ch3. Las mediciones de absorbancia
fueron normalizadas a la muestra control sin tratar (C=37°C). Las diferencias estadisticas fueron
calculadas con respecto al grupo control mediante los test Kruskal-Wallis y Dunn. *P<0,05; **P<0,01;
***P<0,001. Las barras representan la mediazEE.

Los datos obtenidos indican que la aplicacion de una hipertermia antes del cisplatino

aumento la sensibilidad de las células con un sistema MMR proficiente, disminuyendo un 35%

su viabilidad.

4.1.10. Porcentaje de células senescentes inducido por cPt o H+cPt en células tumorales

MMR- y MMR+

La deteccion inmunocitoquimica de la actividad P-galactosidasa asociada a la
senescencia (SA-Bgal) es una técnica simple y rapida que permite estudiar la senescencia in
situ. Una vez finalizados los tratamientos experimentales, las células fueron fijadas y tefiidas a
las 0, 4 y 24 h post-cPt (Figura 4.1.10). En las lineas celulares MMR- se detectd un leve
incremento en el porcentaje de células con tincién positiva (<6%) luego de los tratamientos,
aunque los cambios observados no fueron estadisticamente significativos. No obstante, el

proceso de senescencia se indujo en mayor proporcion en las células HCT116+ch3 con un
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sistema de reparacién MMR funcional (Figura 4.1.10.b). Si bien el incremento de células con
tincidn positiva se observd en todos los tiempos experimentales respecto a las células control,
los aumentos significativos se verificaron especialmente a las 4 h de finalizados los
tratamientos cPt (17%) e H+cPt (22%). Finalmente, una hipertermia 24 h antes del cPt (H+cPt)
potencio el porcentaje de células senescentes inducido por la droga (cPt) en todos los tiempos

de recuperacion.
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Figura 4.1.10. Porcentaje de células positivas para la actividad PB-galactosidasa
asociada a la senescencia (SA-Bgal) como consecuencia de la exposicidn al cisplatino
(cPt) o hipertermia+cisplatino (H+cPt) en lineas celulares tumorales de colon MMR-
/+. Las lineas celulares MMR- (HCT116+ch2) y MMR+ (HCT116+ch3) fueron tratadas con
cPt (10 uM, 1 h) o con hipertermia (42°C, 1 h) 24 h antes de la exposicidn al cPt (H+cPt).
Las células fueron recolectadas inmediatamente después de finalizado el tratamiento
con cPt (T0), y a las 4 y 24 h de la exposicidn a la droga (T4 y T24, respectivamente). (a)
Imagenes representativas de las células control sin tratar (37°C), y de las células
expuestas a cPt e H+cPt y recolectadas a las 4 h post cPt (T4). Las flechas indican células
HCT116+ch3 con tincidn positiva. (b) Graficos correspondientes al porcentaje de células
positivas para la tincion SA-Bgal en las lineas celulares HCT116+ch2 y HCT116+ch3. Las
diferencias estadisticas fueron calculadas mediante los test Kruskal-Wallis y Dunn.
"P<0,05. Las barras representan la mediatEE. Las fotos fueron tomadas con un objetivo
de 40X.

Los resultados de esta seccion indican que la aplicacion de una hipertermia 24 h
antes del cisplatino aumento la sensibilidad a la droga de células MMR proficientes al

incrementar el porcentaje de células senescentes, sin causar efecto en la linea celular MMR

deficiente.

Mayra Lis Sottile Fleury Pagina 81



Capitulo 4 — Resultados

4.1.11. Efecto de la hipertermia en la progresion del ciclo celular en lineas celulares de

cancer de colon MMR- y MMR+ expuestas a cPt

La distribucién de células HCT116+ch2 (MMR-) y HCT116+ch3 (MMR+) en las
diferentes fases del ciclo celular fue estudiada por citometria de flujo 24 h después de la
exposicién al cPt. En la figura 4.1.11. se presentan los resultados obtenidos luego de la
adquisicion y analisis de las muestras en el citdmetro. La proporcidn de células en la fase G1 se
redujo significativamente en respuesta a los tratamientos en las lineas celulares MMR- y
MMR+, pero esta reduccion fue mas evidente en el grupo tratado con el H+cPt (P<0,05) y en
las células MMR+. El porcentaje de células en la fase S se incrementd significativamente luego
de los dos tratamientos tanto en las células MMR- como en las células MMR+, aunque en estas
ultimas los niveles alcanzados prdcticamente duplicaron los obtenidos para las células MMR-.
La exposicidon a cPt no afectd la proporcidn de células MMR-/+ en la fase G2/M. Sin embargo,
la aplicacidn de la hipertermia (H+cPt) causé la detencion en la fase G2/M del ciclo celular y

este efecto resulté mas notorio en células MMR+ (P=0,057).
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Figura 4.1.11. Efectos del tratamiento con cisplatino (cPt) o hipertermia+cisplatino (H+cPt) en la
distribucion de lineas celulares HCT116+ch2 (MMR-) y HCT116+ch3 (MMR+) en las distintas fases
del ciclo celular. Las células tumorales fueron tratadas con cPt solo (10 uM, 1 h) o con hipertermia
(42°C, 1h) 24 h antes del cPt (H+cPt) y se recolectaron a las 24 h de finalizado los tratamientos. Las
muestras fueron tefiidas con iodudo de propidio para su analisis por citometria de flujo. (a)
Histogramas representativos del contenido de ADN de células MMR-/MMR+. (b) Graficos
correspondientes al porcentaje de células MMR-/+ en las fases GO/G1, S y G2/M del ciclo celular. Las
barras representan la mediatEE. Se aplicd el test t de Student. Las diferencias estadisticas fueron
calculadas con respecto al grupo control no tratado (C=37°C).*P<0,05; **P<0,01.

Los datos obtenidos demuestran que el tratamiento previo con hipertermia
contribuyd a incrementar la sensibilidad al cisplatino, acentuando la detencion en la fase

G2/M del ciclo celular tanto en células MMR+ y MMR- expuestas a la droga.

4.1.12. Efecto citotoxico de la exposicion a cPt e H+cPt en células de adenocarcinoma de

colon MMR- y MMR+

Con el fin de profundizar en los mecanismos involucrados en la significativa
disminucién en la viabilidad de células MMR+ obtenida a las 24 h del tratamiento H+cPt por el
ensayo de MTT, se estudid la muerte celular mediante: 1) el andlisis de Anexina V-FITC en
conjunto con el colorante vital ioduro de propidio (IP) por citometria de flujo, y 2) la

determinacion del cociente Bax/Bcl-2 por inmunoblot.

La figura 4.1.12.1.a muestra los graficos de puntos correspondientes a las células
HCT116+ch2 (MMR-) y HCT116+ch3 (MMR+) de muestras control y tratadas solo con cPt o con
H+cPt y en la figura 4.1.12.1.b el andlisis de los porcentajes de eventos correspondientes a
necrosis (Q1), apoptosis tardia (Q2), apoptosis temprana (Q3) y células viables (Q4). Luego del
tratamiento con cPt, la proporcion de células MMR- con apoptosis tardia se incrementd
levemente, pero no fue asi con el grupo tratado con H+cPt. Los tratamientos con cPt e H+cPt
no indujeron cambios apreciables en el porcentaje de apoptosis temprana o tardia de las

células MMR+.
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Figura 4.1.12.1. Estudio de muerte celular mediante tincion de Anexina V-FITC e ioduro de propidio de
células HCT116+ch2 (MMR-) y HCT116+ch3 (MMR+) expuestas a cPt o H+cPt. Las células fueron
tratadas con cPt solo (10 uM, 1 h) o con hipertermia (42°C, 1h) 24 h antes del cPt (H+cPt). Las muestras
fueron recolectadas a las 24 h de finalizado el tratamiento y tefiidas con Anexina V-FITC e ioduro de
propidio (IP) para su analisis mediante citometria de flujo. (a) Citofluorogramas representativos de uno
de los ensayos que muestra los eventos correspondientes a: necrosis (Q1, Anexina V-/IP+), apoptosis
tardia (Q2, Anexina V+/IP+), apoptosis temprana (Q3, Anexina V+/IP-) y células viables (Q4, Anexina V-
/IP-). (b) Porcentaje de células MMR- y MMR+ en cada uno de los cuadrantes (Q1, Q2, Q3 y Q4). Las
barras representan la mediatEE. Para el andlisis estadistico se utilizé el test t de Student.

Por otra parte, se estudid también la expresion de la proteina proapoptdtica Bax y de
la proteina antiapoptética Bcl-2. El comportamiento de estas proteinas fue diferente en las dos
lineas celulares. En respuesta al tratamiento combinado H+cPt, las células MMR- exhibieron
una disminucidn en los niveles de expresion de las proteinas Bax y Bcl-2, mientras que en las
células MMR+, los niveles de expresion se incrementaron. El andlisis del cociente Bax/Bcl-2
mostré un leve incremento de esta relacion en las células MMR- luego de los tratamientos con
cPt e H+cPt con respecto al control; sin embargo estos cambios no fueron estadisticamente
significativos. Por otro lado, en el caso de las células MMR+, el cociente Bax/Bcl-2

practicamente no se modificé con los tratamientos realizados (Figura 4.1.12.2).
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Figura 4.1.12.2. Inmunoblot de las proteinas Bcl-2 y Bax en las
lineas celulares HCT116+ch2 (MMR-) y HCT116+ch3 (MMR+). Las
células fueron recolectadas 24 h después de finalizado el
tratamiento con 1) cPt (10 uM, 1 h) o 2) hipertermia (42°C, 1h) 24 h
antes del cPt (H+cPt). Se sembraron 30 ug de proteinas totales en un
gel de acrilamida/bisacrilamida al 12%. La figura contiene imagenes
representativas de los immunoblot. Se utilizé B-actina como control
de carga. La imagen contiene los valores del radio Bax/Bcl-2
(mediazEE) obtenido por densitometria. Para el analisis estadistico
se utilizé el test t de Student.

Los resultados de esta seccion indican que el tratamiento con hipertermia 24 h
antes del cisplatino no modificd la apoptosis en células MMR- y MMR+ expuestas a la

droga.
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4.2. Seccion ll: Resultados del segundo objetivo especifico

4.2.1. Distribucion celular de las proteinas Hsp27, Hsp72 y proteinas del sistema MMR en

lineas celulares HCT116+ch2 y HCT116+ch3 expuestas a cPt o H+cPt

Los efectos de los tratamientos cPt e H+cPt en la localizacidon subcelular de las
proteinas MLH1, MSH2, Hsp27 y Hsp72, fueron estudidados en células MMR-/+, alas0, 2,4y
24 h de su finalizacidn mediante inmunofluorescencia. Para diferenciar el nicleo de las células
tumorales, se utilizé el colorante DAPI (4', 6-diamino-2-fenilindol), el cual se intercala con el

ADN en regiones ricas en A-T.

En condiciones basales, la proteina MLH1 se expresd exclusivamente en el ndcleo de
las células HCT116+ch3 (MMR+), como puede observarse por la tincion con DAPI (Figura 4.2.1).
Como se menciond anteriormente, las células HCT116+ch2 (MMR-) expresan una forma
truncada no funcional de la proteina MLH1 que no es reconocida por el anticuerpo monoclonal
empleado (verificada por inmunoblot en la figura 4.1.5). La proteina MSH2 se observé en el
nucleo de las células control MMR-/+; sin embargo se notd una escasa expresidn también en el
citoplasma (Figura 4.2.1). La observacion de las células a los distintos tiempos de recuperacion
post tratamiento (cPt o H+cPt) evidencido que MLH1 permanecié en el nucleo de las células
tumorales MMR+. Sin embargo, la proteina MSH2 mostré un comportamiento diferente.
Luego del tratamiento con cPt, MSH2 se localizd exclusivamente en el nucleo tanto en las
células MMR- como en las células MMR+. Llamativamente, la aplicacién de una hipertermia
moderada antes del cPt causo la relocalizacidn parcial de MSH2 en el citoplasma (en mayor

proporcién que en el grupo control).

En el caso de las HSPs, las lineas celulares MMR+/- expresaron constitutivamente las
proteinas Hsp27 y Hsp72 tanto en el nlcleo como en el citoplasma, las cuales se
incrementaron en respuesta al tratamiento H+cPt, tal como se demostré por western blot.
Hsp27 y Hsp72 se localizaron en los compartimentos nucleares y citoplasmaticos de las células
control y tratadas con H+cPt. Sin embargo, luego de la exposicidn al cPt, se observé que Hsp27
y Hsp72 translocaron al nucleo. La translocacién nuclear se hizo mas evidente con el
transcurso de la recuperacién en ambas lineas celulares por igual, independientemente de la

funcionalidad del sistema MMR (Figura 4.2.1).
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Figura 4.2.1. Imagenes de inmunofluorescecia para las proteinas MLH1, MSH2, Hsp27 y
Hsp72 en células MMR-/+ tratadas con cPt e H+cPt Las muestras fueron fijadas a las O,
2, 4 y 24 h de finalizado el tratamiento. Las células tumorales fueron inmunomarcadas
para MLH1 o MSH2 (Alexa Fluor®488) y Hsp27 o Hsp72 (Cy®3) y analizadas por
microscopia confocal. El nucleo fue tefiido con DAPI. El solapamiento de los canales
verde y rojo con el canal azul permitié diferenciar la localizaciéon subcelular de las
proteinas de reparacién del ADN y las HSPs. Note la diferencia en la distribucién de las
HSPs luego de los tratamientos cPt e H+cPt en las dos lineas celulares. Las fotos fueron
tomadas con un objetivo de inmersion de 60X Control: células sin tratar. cPt 24: células
recolectadas 24 h después de la exposicion a 10 uM de cPt. H+cPt 24: células tratadas
con cPt 24 h después de la H, y recolectadas 24 h después del tratamiento.
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4.2.2. Colocalizacion de Hsp27 y Hsp72 con proteinas componentes del sistema MMR en

lineas celulares HCT116+ch2 y HCT116+ch3 luego de los tratamientos cPt e H+Pt

La asociacién entre Hsp27 y Hsp72 con las proteinas MLH1 y MSH2 fue estudiada a las
0, 2, 4y 24 h luego de los tratamientos mediante inmunofluorescencia y microscopia confocal.
Las imagenes obtenidas de las proteinas de golpe de calor fueron superpuestas con las
imagenes de las proteinas de reparacién del ADN. La superposicidon de imagenes de los canales
estudiados reveld que MLH1 y MSH2 colocalizaban con Hsp27 y Hsp72 en células MMR+,
especialmente luego del tratamiento con cPt (Figura 4.2.2.1). Para determinar el grado de
colocalizacion de las proteinas del sistema MMR con las HSPs se evalud el coeficiente de
correlacién de Pearson (CCP). De esta manera, los resultados observados a partir de la
superposicién de las imagenes fueron corroborados por los valores obtenidos de CCP, los
cuales se incrementaron en las células tratadas con cPt (Figura 4.2.2.2). Los valores de CCP
demostraron que la colocalizacion de las proteinas estudiadas en las células tumorales MMR+
fue parcial. Los coeficientes mas altos se obtuvieron a las 24 h post-cPt para los pares MLH1-
Hsp27, MLH1-Hsp72, MSH2-Hsp27, aunque no estadisticamente significativos, como se puede
observar en la Figura 4.2.2.2.a-c. Si bien se observdé un CCP mas alto para MSH2-Hsp72
inmediatamente finalizado el tratamiento con cPt, las diferencias no fueron significativas con

respecto a los otros tiempos de recuperacién post cPt (Figura 4.2.2.2.d).

En muestras tratadas con hipertermia se observaron valores de CCP inferiores para los
cuatro pares de proteinas en células MMR+ tratadas con cPt, alcanzando incluso niveles por
debajo del control en ciertos tiempos de recuperacion. En el caso de MLH1-Hsp27, MLH1-
Hsp72, y MSH2-Hsp72 los niveles mas bajos de asociacién se obtuvieron inmediatamente
finalizado el tratamiento H+cPt, es decir TO, siendo estadisticamente significativo para MSH2-
Hsp72. En cambio, la menor asociacion entre MSH2-Hsp27 se observd a las 4 h de
recuperacion de la exposicion a H+cPt, siendo estadisticamente significativa con respecto al

CCP del grupo tratado sélo con cPt (Figura 4.2.2.2.c).

Por otro lado, las células MMR- exhibieron en condiciones basales valores mas altos de
CCP para Hsp27-MSH2 y Hsp72-MSH2, que las células control MMR+. No obstante, los valores
de CCP en las células MMR- de estas proteinas practicamente no se modificaron con la
exposicién al cPt (Figure 4.2.2.3). Por otra parte, en las células MMR-, la hipertermia no
modificd en gran medida los valores de CCP para MSH2-Hsp27; aunque en el caso de MSH2-
Hsp72, los valores de CCP fueron inferiores a los observados en condiciones basales y luego de

la exposicion al cPt solo.
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Figura 4.2.2.1 Colocalizaciéon de MLH1 y MSH2 con Hsp27 y Hsp72 en células HCT116+ch3 (MMR+) y
HCT116+ch2 (MMR-). Las lineas celulares fueron tratadas con cPt solo (10 uM, 1 h) o con hipertermia
(42°C, 1h) 24 h antes del cPt (H+cPt). Las muestras fueron fijadas a las 0, 2, 4 y 24 h de finalizado el
tratamiento. Las células tumorales fueron inmunomarcadas para MLH1 o MSH2 (Alexa Fluor®488) y
Hsp27 o Hsp72 (Cy®3) y analizadas por microscopia confocal. El solapamiento de los canales verde y rojo
(merge) muestra la colocalizacion entre las proteinas de reparacién del ADN y las HSPs (sefial amarilla).
Barra: 20 um. Control: células sin tratar. cPt 24: células recolectadas 24 h después de la exposicién a 10
MM de cPt. H+cPt 24: células tratadas con cPt 24 h después de la H, y recolectadas 24 h después del
tratamiento.
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Figura 4.2.2.2 Coeficiente de Correlacion de Pearson (CCP) de células HCT116+ch3 (MMR+) luego de la
exposicion a cPt o H+cPt. Las células fueron tratadas con cPt solo (10 uM, 1 h) o con hipertermia (42°C, 1h)
24 h antes del cPt (H+cPt). Las muestras fueron fijadas a las 0, 2, 4 y 24 h de finalizado el tratamiento y
analizadas por inmunofluorescencia. El valor del CCP fue estimado con el programa Image J y la aplicacidon
JACoP. Los graficos corresponden a los valores obtenidos para CCP. Los coeficientes muestran que MLH1
colocaliza con Hsp27 (a) y Hsp72 (b). MSH2 colocaliza con Hsp27 (c) y Hsp72 (d). Las barras representan la
mediatEE. Para el andlisis estadistico se utilizd el test Kruskal-Wallis y Dunn. Las diferencias significativas
fueron calculadas con respecto al grupo control (*) y entre cPt e H+cPt (#), siendo P<0,05.
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Figura 4.2.2.3. Coeficiente de Correlacién de Pearson (CCP) de células HCT116+ch2 (MMR-) luego de la
exposicidon a cPt o H+cPt. Las células fueron tratadas con cPt solo (10 uM, 1 h) o con hipertermia (42°C,
1h) 24 h antes del cPt (H+cPt). Las muestras fueron fijadas a las 0, 2, 4 y 24 h de finalizado el tratamiento
y analizadas por inmunofluorescencia. EI CCP fue obtenido con la aplicacién JACoP del programa Image J.
Los graficos muestran los valores del CCP para MSH2 con Hsp27 (a) y Hsp72 (b). Las barras representan la
mediazEE. Para el analisis estadistico se utilizd el test Kruskal-Wallis.
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Los resultados obtenidos demuestran que las proteinas MLH1 y MSH2 colocalizan con
Hsp27 y Hsp72 en las lineas celulares MMR- y MMR+ en condiciones basales y luego de los

tratamientos experimentales.

4.2.3. Interaccion entre las proteinas MLH1 y MSH2 con Hsp27 y Hsp72 en células MMR- y

MMR+ expuestas a cPt o H+cPt

Los resultados de inmunofluorescencia y microscopia confocal fueron corroborados
posteriormente por inmunoprecipitacion, la cual confirmé las interacciones entre las proteinas
de golpe de calor Hsp27 y Hsp72 con las proteinas de reparacién MLH1 y MSH2 en células
HCT116+ch3 (MMR+) control y tratadas con cPt e H+cPt (Figura 4.2.3.a-b). Ademas, las
interacciones entre Hsp27 y Hsp72 con MSH2 también se demostraron en células MMR-
(Figura 4.2.3.c). Los controles negativos fueron incluidos con el fin de verificar la especificidad

de las bandas de inmunoprecipitacién (Figura 4.2.3.d).
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Figura 4.2.3. Inmunoprecipitacion de MLH1 y MSH2 en células HCT116+ch3 y HCT116+ch2. Las células
fueron tratadas con cPt solo (10 uM, 1 h) o con hipertermia (42°C, 1 h) 24 h antes del cPt (H+cPt). Las
muestras fueron cosechadas a las 24 h de finalizado el tratamiento. Las proteinas de reparacién MLH1
(a) y MSH2 (b) fueron inmunoprecipitadas a partir de extractos de células MMR+ y analizadas por
western blot para detectar co-precipitacién con Hsp27 y Hsp72. (c) Inmunoprecipitacion de MSH2 a
partir de extractos de células MMR-. (d) Se incluyeron los siguientes controles negativos: 20 pg de lisado
celular (calle 1), control de isotipo IgG de ratén (calle 2), particulas magnéticas Dynabeads sin conjugar
(calle 3), incubacién del lisado celular con las particulas magnéticas Dynabeads conjugadas con IgG de
raton (calle 4).
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De estos resultados se desprende que las proteinas del sistema MMR interactuan
con Hsp27 y Hsp72 en las células de colon HCT116 independientemente de la funcionalidad
del sistema MMR, tanto en condiciones basales como luego de los tratamientos con cPt e

H+cPt.
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4.3. Seccion lll: Resultados del tercer objetivo especifico

4.3.1. Daiio en el ADN y muerte celular en linfocitos de sangre periférica de pacientes

oncoldgicos

El ensayo cometa alcalino fue utilizado para evaluar el dafio en el ADN en linfocitos de
sangre periférica (LSP) de pacientes oncoldgicos. Las muestras fueron obtenidas antes del
inicio del primer ciclo de quimioterapia con ciplatino o carboplatino. La técnica permitié
determinar el dafio en el ADN en condiciones basales y ademas diferenciar aquellos nicleos de

linfocitos con fragmentacién total del ADN correspondientes a células en apoptosis (score 5).

En primer lugar, se verificd una elevada variabilidad interindividual a nivel del dafio
basal tanto en los LSP de los pacientes analizados (n=12) como de los sujetos controles (n=5),
con un coeficiente de variacion de 43% y 44%, respectivamente (Figura 4.3.1). No se
observaron diferencias significativas en el dafio basal entre pacientes oncoldgicos y controles
sanos (test de Mann-Whitney). El porcentaje promedio de LSP con dafio total en el ADN (score
5) fue mayor, aunque no significatvo, en los pacientes oncoldgicos que en los individuos sanos,

con un valor de 2,5% vy 1,4%, respectivamente.
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Figura 4.3.1. Dafio basal y nimero de células apoptéticas en linfocitos de individuos sanos y en
linfocitos de pacientes oncoldgicos antes de la quimioterapia. (a) Media de migracion del ADN
(dafo basal) en muestras pre-quimioterapia de pacientes oncoldgicos y en muestras de sujetos
controles. (b) Porcentaje de células con score 5 (apoptéticas) en muestras pre-quimioterapia de
pacientes oncolégicos e individuos controles. Cada dato representa la media de al menos 80
células por individuo. Los nimeros de los simbolos indican cada paciente y cada sujeto control
como se ha descripto en las tablas 3.2.1.2 y 3.2.1.1, respectivamente (Capitulo 3). Las lineas
horizontales representan la media de los pacientes (n=9) y de los individuos sanos (n=5).

4.3.2. Efecto de la hipertermia en la migracion del ADN inducida por cPt en LSP
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El ensayo cometa alcalino también permitid estudiar el dafio en el ADN en los LSP
inducido por la exposicion in vitro a cPt e H+cPt. Al igual que en el caso de las lineas celulares
tumorales de colon expuestas a cPt, se utilizd peréxido de hidrégeno (H,0,) como segundo
agente inductor de fragmentacién en el ADN, para poder evaluar el efecto del cPt (productor
de uniones cruzadas que generan compactacion del ADN). Como se menciond anteriormente,
una reduccion en la cola del cometa se correlaciona con una mayor formacién de aductos de
platino, debido a que este tipo de droga produce enlaces cruzados en el ADN, retardando la

migracion electroforética (detallado en Capitulo 3.8).

En la figura 4.3.2.a. se muestran los valores de la media de migracién del ADN
obtenidos para cada grupo experimental en LSP de pacientes. El tratamiento con cPt (TO)
redujo la media de migracién del ADN con respecto al grupo control, evidenciando la
formaciéon de aductos de cPt. La migracion del ADN también fue menor en las muestras
pretratadas con hipertermia (H+cPt0) respecto al control, sin embargo las diferencias no
fueron estadisticamente significativas. Luego de una recuperacion de 24 h a 37°C, se observd
un leve incremento no significativo en la media de migracién del ADN en relacidon a los grupos
TO. En LSP de sujetos controles, la media de migracion también se redujo luego del
tratamiento in vitro con cPt e H+cPt, aunque se observd un leve aumento no significativo 24 h
después de la exposicién al cPt (Figura 4.3.2.c). Sin embargo, en el grupo experimental H+cPt,
la media de migracién del ADN disminuyd significativamente luego del tiempo de

recuperacion.

Al evaluar el porcentaje de linfocitos con dafio total (score 5) en pacientes oncolégicos,
se observd un significativo aumento en los grupos experimentales con 24 h de recuperacion
(T24) en comparacion con los grupos recolectados a TO (Figura 4.3.2.b). Dado el significativo
numero de linfocitos con dafio total, se puede inferir que el elevado dafio al ADN observado en
las células apoptdticas, estaria contribuyendo a la media de la migracion del ADN de los grupos
cPt e H+cPt a T24, tal como se representa en la figura 4.3.2.a. Al comparar el nimero de
células con dafo total de los grupos cPt e H+cPt, aquellos expuestos a una hipertermia previa
mostraron un menor porcentaje de células apoptodticas, tanto a TO como a T24. En el caso de
los sujetos controles, los grupos expuestos a un tratamiento con calor presentaron menor
porcentaje de células con score 5, tanto a TO como a T24 (Figura 4.3.2.d). A diferencia de lo
observado en LSP de pacientes, el nUmero de figuras apoptdticas en LSP de individuos sanos

no se modificé con la recuperacion.
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Figura 4.3.2. Dafio y reparacion del ADN en linfocitos de pacientes y de individuos sanos. Los LSP
fueron expuestos in vitro a cPt (200 uM, 1h) o a una hipertermia (42°C, 1 h) 24 h antes del tratamiento
con cPt (H+cPt). Los LSP fueron recolectados inmediatamiente de finalizado el tratamiento (T0) o0 24 h
después de una recuperacion a 37°C (T24). Todas las muestras fueron tratadas con un segundo agente
(H,0,) capaz de generar rupturas de cadena antes de realizar el ensayo cometa alcalino. (a) Media de
migracién del ADN y (b) porcentaje de células con dafio total (score 5) en linfocitos de pacientes
expuestos a los tratamientos. (c) Media de la migracion del ADN y (d) porcentaje de células con dafio
total en linfocitos de sujetos sanos expuestos in vitro a los tratamientos mencionados. Las barras
representan la mediazEE. Para el anadlisis estadistico se utilizé el test Kruskal-Wallis y Dunn. Las
diferencias significativas fueron calculadas con respecto al grupo control (*) y entre los tiempos
experimentales T24 y TO (#), siendo P<0,05. Comparacion de (e) la media de migracion del ADN vy (f)
porcentaje de células con score 5 entre linfocitos procedentes de pacientes y de invididuos sanos. Las
diferencias estadisticas fueron determinadas para cada grupo experimental entre pacientes y sujetos
controles con el test no paramérico de Mann-Whitney para muestras no apareadas considerando
P<0,05 estadisticamente significativo.
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En la figura 4.3.2.e se muestra que la media de migracion del ADN de linfocitos sin
tratar de sujetos sanos fue superior en relacion a los pacientes (P=0.054). No se observaron
diferencias entre controles y pacientes en la media de migracion para los distintos
tratamientos administrados. Sin embargo, al evaluar el porcentaje de figuras apoptdticas, este
valor fue significativamente superior en LSP de pacientes con respecto a individuos sanos
luego de 24 h de recuperacidn post tratamientos (T24), tanto para los grupos expuestos a cPt

solo como para los grupos H+cPt (Figura 4.3.2.1).

Estos resultados indican que entre LSP de controles y pacientes oncoldgicos no existen
diferencias en la media de la migracion del ADN luego de los tratamientos. No obstante, los
pacientes oncoldgicos presentaron mayor porcentaje de células con dafio total en el ADN a las

24 h de los tratamientos.

4.3.3. Media de migracion del ADN. Evaluacién de la respuesta clinica en pacientes

oncoldgicos

El dafio basal y el porcentaje de células con dafio total (score 5) en LSP de pacientes
oncoldgicos obtenidos antes del primer ciclo de quimioterapia se compard con la respuesta
clinica. En la Figura 4.3.3 se incluyeron sdlo aquellos pacientes que hasta la fecha presentaron
evaluacion de la respuesta clinica, agrupada en respuesta clinica completa (RC) y respuesta

parcial (RP), enfermedad estable (EE) o enfermedad progresiva (EP).

La media de migracion del ADN en condiciones basales resulté menor en pacientes con
RC en relacién al grupo de pacientes con RP/EE/EP. No se observaron diferencias entre la
media de migracién de LSP de sujetos controles y de pacientes con RP/EE/EP. Cabe destacar
que en el grupo de personas sanas se obtuvo una variabilidad interindividual elevada (Figura

4.3.3.a).

Al estudiar las células con dafio total, indicador de apoptosis, los pacientes con
RP/EE/RP presentaron mayor porcentaje de figuras apoptdticas en relacidon a los sujetos

controles y a los pacientes con RC (Figura 4.3.3.b).

Luego de la exposicidn in vitro al cPt, también se compard la media de migracion del
ADN entre los pacientes con distinta respuesta clinica. Inmediatamente finalizado el
tratamiento (T0), se observd una menor migracién del ADN en aquellos pacientes con RC

(Figura 4.3.3.c). El mismo comportamiento se obtuvo cuando los LSP fueron evaluados 24 h
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después del cPt (T24), aunque la variabilidad interindividual fue elevada en los LSP del grupo
de pacientes con RP/EE/EP. En los dos grupos de pacientes, la media de migracién del ADN fue

mayor a T24 con respecto a TO.

Por otra parte, el porcentaje de células con dafio total fue superior en pacientes con
RP/EE/EP, tanto en TO como a T24 (Figura 4.3.3.d.). En los dos grupos de pacientes se obtuvo
un mayor numero de figuras apoptdticas en T24 en relacién a T0, siendo mayor esta diferencia

en el grupo de pacientes con RP/EE/EP.
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Figura 4.3.3. Media de migracion del ADN en LSP de pacientes oncoldgicos y su relacién con la
respuesta clinica. Diferencias en (a) media de migracion del ADN y (b) porcentaje de células con dafio
total entre LSP de sujetos controles y de pacientes oncoldgicos con RC y RP/EE/EP. Diferencias en (c)
media de migracion del ADN y (d) porcentaje de células con dafio total entre LSP de pacientes
oncoldgicos expuestos con RC y RP/EE/EP in vitro a cPt. Los LSP fueron tratados con 200 pM de cPt
durante 1 h y recolectados inmediatamente finalizado el tratamiento (T0), y luego de 24 h de
recuperacién a 37°C (T24). Los niumeros indican cada sujeto control o paciente como se ha descripto en
las tablas 3.2.1.1y 3.2.1.2, respectivamente (Capitulo 3). Las lineas horizontales representan la media de
cada grupo. Las diferencias estadisticas entre grupos fueron calculadas con el test no paramétrico de
Mann-Whitney, considerando P<0,05 estadisticamente significativa. RC: respuesta completa; RP:
respuesta parcial; EE: enfermedad estable; EP: enfermedad progresiva.
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A pesar del bajo numero de pacientes incluido en este trabajo y a la elevada variabilidad
interindividual, puede observarse que LSP de pacientes con RC presentaron menor dafo basal y
mayor formacion de aductos cPt-ADN en relacion a los pacientes no respondedores. Este
comportanmiento serd corroborado en estudios que incorporardn mayor numero de pacientes
para definir la utilidad del ensayo cometa en la prediccion de la respuesta individual a la

quimioterapia con andlogos del platino.

4.4. Seccion IV: Resultados del cuarto objetivo especifico

4.4.1. Respuesta al dafio en el ADN inducido por cPt e H+cPt en LSP

La fragmentacién del ADN (rupturas de doble cadena) fue cuantificada en LSP de
pacientes oncoldgicos (n=9) y de individuos sanos (n=4) por medio de la deteccidon de focos
YH2AX. En la evaluacién de la tincidn sdlo se consideraron los nucleos esféricos con un
diametro < 15 um, excluyendo de esta manera a monocitos y granulocitos que pudieran haber
sobrevivido al cultivo (Figura 4.4.1.1). Los LSP con dafio morfoldgico severo y los agregados
celulares también fueron excluidos de la evaluacién. Asi mismo, las células con una sefial de

YH2AX > 70% del nlcleo, patron denominado “pan-nuclear”, fueron excluidas del andlisis [69].

Control cPtTO cPtT24
: 9 B 8
o

Control H+cPtTO H+cPtT24
: 9 9 @
o

Figura 4.4.1.1. Linfocitos con tincién positiva para el marcador
YH2AX. Formacion de focos yH2AX luego de los tratamientos cPt
e H+cPt en LSP pertenecientes a los casos 2 y 5, respectivamente.
Notese el incremento en el nimero de focos por nucleo luego de
24 h de recuperacién post tratamiento.

Como se observa en la figura 4.4.1.2, la media de focos de yH2AX por nucleo en
condiciones basales fue inferior en los pacientes oncoldgicos en relacion a los individuos sanos,
con valores promedio de 1,46 y 1,94, respectivamente (Figura 4.4.1.2.a, cy e). El porcentaje de

células positivas para este marcador fue menor en LSP de pacientes oncolégicos en relacién al
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encontrado en personas sanas, con valores medios de 39,8 % y 60,2%, respectivamente

(Figura 4.4.1.2.b,d y f).

Luego del tratamiento in vitro con cPt, no se observaron cambios en el nimero de
focos de yH2AX por nucleo tanto en LSP de pacientes como en sujetos sanos, pero se verificd
un leve incremento en el porcentaje de células positivas en LSP de pacientes (Figura 4.4.1.2.a).
El pretratamiento térmico (H+cPt) indujo en los LSP de pacientes un incremento de focos
YH2AX y del porcentaje de células con tincién positiva para yH2AX (Figura 4.4.1.2.b). Sin
embargo, en LSP de sujetos controles, se observd un leve aumento en el porcentaje de células
YH2AX positivas, pero no se modificd el nimero de focos yH2AX por nucleo (Figura 4.4.1.2.c-

d).

Con el propdsito de evaluar la respuesta al dafio en el ADN y la capacidad de
reparacion, de LSP tratados con cPt e H+cPt se dejaron recuperar 24 h a 37°C (T24). En LSP de
pacientes oncoldgicos se observé un aumento significativo en el nimero de focos por nucleo
en las muestras tratadas con cPt e H+cPt (T24) en relacidn al grupo control (Figura 4.4.1.2.a).
Sin embargo, no se observaron cambios en el porcentaje de células positivas para yH2AX
respecto al control, incluso se verificd una reduccién en el porcentaje de células yH2AX
positivas en los grupos cPt e H+cPt a T24, en comparacidn con los porcentajes registrados TO

(Figura 4.4.1.2.b).

En los individuos controles, se evidencié un aumento pronunciado en el nimero de
focos por nucleo de las muestras tratadas con cPt e H+cPt luego de 24 h de recuperacion (T24)
en relacion al grupo control (Figura 4.4.1.2.c). A diferencia de los resultados obtenidos en
pacientes oncoldgicos, en personas sanas el porcentaje de células yH2AX positivas se mantuvo
practicamente sin modificaciones luego de 24 h de recuperacion (T24) con respecto a los

grupos recolectados inmediatamente finalizado el tratamiento (Figura 4.4.1.2.d).

Por otra parte, aunque la media de focos de yH2AX por nucleo obtenida en cada grupo
experimental fue menor en LSP de pacientes oncoldgicos que en LSP de sujetos controles, las
diferencias no resultaron estadisticamente significativas (Figura 4.4.1.2.e). Sin embargo, el
porcentaje de linfocitos con tincion positiva para yH2AX, fue significativamente mas elevado
en LSP de individuos sanos que en LSP de pacientes oncoldgicos, excepto en el grupo tratado

con cPt a T24 (Figura 4.4.1.2.1).
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Figura 4.4.1.2. Efecto del cPt e H+cPt en la formacidon de focos de yH2AX en LSP. Los LSP fueron
expuestos in vitro a cPt (200 uM, 1h) o a una hipertermia (42°C, 1 h) 24 h antes del tratamiento con cPt
(H+cPt). Los LSP fueron recolectados inmediatamiente de finalizado el tratamiento (TO) o 24 h después
de una recuperacién a 37°C (T24). (a) Numero de focos yH2AX por nucleo en LSP de pacientes
oncoldgicos y (c) de individuos sanos. (b) Porcentaje de LSP con tincién positiva para yH2AX en
pacientes oncoldgicos y (d) en individos sanos. Cada dato representa la media de al menos 80 células
por individuo. En la derecha de la figura, los nimeros indican cada paciente o sujeto control como se
ha descripto en las tablas 3.2.1.2 y 3.2.1.1, respectivamente (Capitulo 3). Las lineas horizontales
representan la media del grupo de pacientes (n=12) y del grupo de individuos controles (n=4). Para el
anadlisis estadistico se utilizd el test Kruskal-Wallis y Dunn. Las diferencias significativas fueron
calculadas con respecto al grupo control (37°C, *) y entre los tiempos experimentales T24 y TO (#),
considerando P<0,05 estadisticamente significativa. () Numero de focos yH2AX por nucleo y (f)
porcentaje de células positivas para yH2AX en sujetos sanos y en pacientes oncoldgicos. Las barras
representan la mediatEE. Se utilizo el test de Mann-Whitney para establecer las diferencias estadisticas
entre pacientes y controles. *P<0,05; **P<0,01.
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Se estudié también el reclutamiento de 53BP1 en los sitios de dafio al ADN mediante
inmuncitoquimica, cuantificando los focos de este marcador por cada nucleo linfocitario. En
los LSP de pacientes se observd un menor reclutamiento de 53BP1, en relacién a los sujetos
controles (Figura 4.4.1.3. a-b). Los tratamientos experimentales con cPt o H+cPt no indujeron
cambios significativos a TO tanto en pacientes como en personas sanas. Sin embargo, tras 24 h
de recuperacidn post- cPt o H+cPt en LSP de sujetos controles, se obtuvo un leve aumento en
la formacién de focos de 53BP1. No obstante, este comportamiento no se verificd en pacientes
oncoldgicos. Por el contrario, en LSP de pacientes se obtuvo una reduccién de los focos de
53BP1 luego de la recuperacion.
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Figura 4.4.1.3. Efecto de los tratamiento cPt o H+cPt en la formacion de focos de 53BP1 en LSP. Los
LSP fueron expuestos in vitro a cPt (200 uM, 1h) o a una hipertermia (42°C, 1 h) 24 h antes del
tratamiento con cPt (H+cPt). Los LSP fueron recolectados inmediatamiente de finalizado el tratamiento
(TO) o 24 h después de una recuperacién a 37°C (T24). (a) Numero de focos de 53BP1 por nucleo en
individuos sanos y (b) en pacientes oncolégicos. Las barras representan la mediatEE del grupo de
pacientes (n=12) y del grupo de individuos controles (n=4). Para el analisis estadistico se utilizd el test
Kruskal-Wallis y Dunn. Las diferencias significativas fueron calculadas con respecto al grupo control
(37°C, *) y entre los tiempos experimentales T24 y TO (#), siendo P<0,05 estadisticamente significativa.
(c) Comparacion del nimero de focos de 53BP1 por nucleo entre sujetos sanos y pacientes oncolégicos.
Se utilizd el test de Mann-Whitney para establecer las diferencias estadisticas entre pacientes y
controles. ¥P<0,05; **P<0,01.
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4.4.2. Respuesta celular al dafio en el ADN inducido por cisplatino. Evaluacion de la

respuesta clinica.

Los datos obtenidos a partir de la determinacién de focos de yH2AX fueron
correlacionados con la respuesta clinica de los pacientes. En condiciones basales, se observd
mayor formacién de focos de yH2AX en LSP de sujetos controles (P<0,05), en relacion a los
pacientes oncoldgicos, independientemente de la respuesta clinica a la quimioterapia (Figura
4.4.2.1.a). Similares resultados se verificaron en el porcentaje de células con tincidn positiva
para yH2AX, obteniéndose un mayor porcentaje promedio en LSP de personas sanas (P<0,05)

gue en LSP de pacientes con RP/EE/EP (Figura 4.4.2.1.b).
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Figura 4.4.2.1, Focos de yH2AX en LSP de pacientes oncoldgicos obtenidos antes de la quimioterapia y
su relacion con la respuesta clinica. Diferencias en (a) focos de H2AX por nucleo y (b) porcentaje de
células positivas para yH2AX entre LSP de sujetos controles y de pacientes oncoldgicos con RC vy
RP/EE/EP. Diferencias en (c) focos de H2AX por ntcleo y (d) porcentaje de células positivas para yH2AX
entre LSP de pacientes oncoldgicos con RCy RP/EE/EP expuestos in vitro a cPt. Los LSP fueron tratados in
vitro con 200 uM de cPt durante 1 h y recolectados inmediatamente finalizado el tratamiento (T0), y
luego de 24 h de recuperacion a 37°C (T24). Los numeros indican cada sujeto control o paciente como se
ha descripto en las tablas 3.2.1.1 y 3.2.1.2, respectivamente (Capitulo 3). Las lineas horizontales
representan la media de cada grupo. Las diferencias estadisticas entre grupos fueron calculadas con el
test no paramétrico de Mann-Whitney, considerando P<0,05 estadisticamente significativa. RC:
respuesta completa; RP: respuesta parcial; EE: enfermedad estable; EP: enfermedad progresiva.

Proteinas de golpe de calory reparacion del ADN en lineas celulares tumorales y en pacientes
oncoldgicos tratados con andlogos del platino Pagina 102



Capitulo 4 — Resultados

Inmediatamente finalizado el tratamiento con cPt, el nimero de focos H2AX fue
superior en aquellos pacientes con respuesta clinica completa. Sin embargo, luego de 24 h de
recuperacion, se incrementd el nimero de focos por nucleo celular tanto en pacientes con RC
como aquellos con RP/EE/EP, aunque el promedio de focos de H2AX fue levemente superior
en LSP de pacientes con RP/EE/EP (Figura 4.4.2.1.c). Resultados similares se obtuvieron en la

evaluacion del porcentaje de células con tincidn positiva para yH2AX (Figura 4.4.2.1.d).

Cuando se estudio el nimero de focos de 53BP1 en condiciones basales, al igual que
para yH2AX, la media resulté superior en LSP de sujetos controles (P=0,057 en comparacion
con los pacientes con RC). Si bien no se observaron diferencias en el numero de focos de
53BP1 entre pacientes con RC y pacientes con RP/EE/EP, se notd elevada variabilidad

interindividual en el grupo de pacientes con RP/EE/EP (Figura 4.4.2.2.a).

Una vez finalizada la exposicion in vitro al cPt, no se encontraron diferencias en el
nuimero de focos de 53BP1 por nucleo en pacientes con RC y RP/EE/EP (Figura 4.4.2.2.b). Tras
24 h de recuperacion post cPt, el promedio de focos de 53BP1 por nucleo disminuyé en
pacientes con RC y en aquellos con RP/EE/EP, con un valor promedio levemente inferior para

el grupo de pacientes con RP/EE/EP.
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Figura 4.4.2.2. Focos de 53BP1 en LSP de pacientes oncoldgicos obtenidos antes de la quimioterapia y
su relacion con la respuesta clinica. Diferencias en (a) focos de 53BP1 por nucleo entre LSP de sujetos
controles y de pacientes oncolégicos con RC y RP/EE/EP. Diferencias en (b) focos de 53BP1 por ntcleo
entre LSP de pacientes oncoldgicos con RC y RP/EE/EP expuestos in vitro a cPt. Los LSP fueron tratados in
vitro con 200 uM de cPt durante 1 h y recolectados inmediatamente finalizado el tratamiento (T0), y
luego de 24 h de recuperacion a 37°C (T24). Los niumeros hacen referencia a cada caso incorporado en el
estudio (persona sana o paciente oncoldgico), como se ha descripto en las tablas 3.2.1.1 y 3.2.1.2,
respectivamente (Capitulo 3). Las lineas horizontales representan la media de cada grupo. Las diferencias
estadisticas entre grupos fueron calculadas con el test no paramétrico de Mann-Whitney, considerando
P<0,05 estadisticamente significativa. RC: respuesta completa; RP: respuesta parcial; EE: enfermedad
estable; EP: enfermedad progresiva.
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En esta seccion no se observaron diferencias en la deteccionde focos yH2AX en LSP
de sujetos controles y pacientes oncoldgicos con respuesta clinica completa, expuestos in
vitro a cPt. Sin embargo, los LSP de pacientes con respuesta clinica RP/EE/EP presentaron
menor numero de focos yH2AX que los LSP de sujetos controles y pacientes con RC. Por lo
tanto, la deteccion de focos de yH2AX en LSP de pacientes oncoldgicos podria ser util para
predecir la respuesta a andlogos del platino, resultado que debe ser corroborado en

proximos estudios que incorporen mayor numero de pacientes.

Por otro lado, la determinacion del numero de focos de 53BP1 en LSP no resultd util

para predecir la respuesta individual a la quimioterapia.
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CAPITULO 5.
DISCUSION.

En varios paises, se utiliza la hipertermia en combinacién con quimioterapia o
radioterapia para potenciar la toxicidad de estas terapias oncoldgicas. Una de las
caracteristicas del tratamiento con calor es la induccidn de la sintesis de las proteinas de golpe
de calor (HSPs) [71]. Desafortunadamente, el éxito de la terapia oncoldgica estad condicionado
por la aparicién de resistencia a la misma. Entre las multiples moléculas que han sido
relacionadas con la resistencia a drogas antineoplasicas, se encuentran por ejemplo las HSPs y
algunos componentes de los sistemas de reparacién del ADN. Las HSPs son proteinas que por
excelencia promueven la supervivencia celular. El rol de las HSPs en la inhibicion de la
apoptosis ha sido ampliamente estudiado, aunque estas chaperonas también pueden
promover la supervivencia celular facilitando la actividad de ciertos mecanismos de
reparacion, como es el caso del sistema de reparacidn por escision de bases (BER), por escision
de nucledtidos (NER) y de rupturas de doble cadena [105, 111, 115]. Sin embargo, poco se
conoce acerca de las implicancias de las HSPs en la reparacién de dafios en el ADN inducidos
por cisplatino (cPt) y mas especificamente de la relacidon entre las proteinas Hsp27 (HSPB1) y

Hsp72 (HSPA1A) con el sistema de reparacion de bases mal apareadas (MMR).

Previamente, el grupo de trabajo al que pertenezco, reportd la colocalizacién nuclear
de las proteinas Hsp27 y Hsp72 con MLH1 y MSH2, componentes claves del sistema de
reparacion MMR, en linfocitos de sangre periférica (LSP) de personas sanas expuestas in vitro a
hipertermia y cPt [84]. La escasa cantidad de proteinas que puede obtenerse a partir de los LSP
constituyd un factor limitante para realizar ensayos de inmunoprecipitacion y comprobar la
interaccion entre HSPs y componentes del sistema MMR. Por ese motivo, en esta tesis se
utilizaron como modelo experimental, ademds de LSP de pacientes oncoldgicos, lineas
celulares de céncer de colon humano isogénicas, deficientes y proficientes en la proteina
MLH1, designadas como MMR- y MMR+, respectivamente. Anteriormente, Nadin y
colaboradores caracterizamos el efecto de una hipertermia a 41 y 42 °C (1 h) en las lineas
celulares HCT116, HCT116+ch2 y HCT116+ch3, sin la administracién de drogas antineoplasicas.
En ese trabajo se reporté la acumulacién nuclear de Hsp27 y Hsp72, cambios en la localizacion
subcelular de las proteinas MLH1 y MSH2 en las células MMR+, como asi también mayor dafio
al ADN en las células MMR+ inducido por los tratamientos [184]. Si bien, varios estudios
cientificos han mostrado los efectos bioldgicos de la hipertermia en la supervivencia de lineas

celulares tumorales sensibles y resistentes al cPt, aun no se han determinado en lineas
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celulares MMR-/+ las consecuencias de la aplicacién de una hipertermia a 42°C, 24 h antes del
tratamiento con cPt [215-221]. Por lo expuesto, en este trabajo se propuso establecer si el
pretratamiento con hipertermia modula la sensibilidad al cPt y si su efecto es dependiente del
sistema MMR. Existe un amplio consenso de que la hipertermia administrada en forma
simultanea o inmediatamente antes del cPt potencia la sensibilidad de las células tumorales a
la droga [222]. Sin embargo, cuando la hipertermia precede el tratamiento con cPt, la
sensibilizacidon disminuye gradualmente al incrementarse el intervalo de tiempo transcurrido
entre el tratamiento térmico y la exposiciéon a la droga, produciendo entonces un efecto
aditivo o una citotoxicidad similar en células pre-tratadadas y no tratadas con calor. Este
comportamiento no sélo ha sido descripto para el cPt, sino también para otras drogas
antineoplasicas, tales como el carboplatino y mitomicina-C [218, 219]. Un estudio comparativo
sobre la sensibilidad al cPt en células de hamster chino HA-1, demostré que la administraciéon
de una hipertermia 12 h antes del cPt causé mayor resistencia a la droga [220]. Por el
contrario, Majima y colaboradores reportaron que la sensibilizacién térmica al cPt en células
CHO (ovario de hamster chino) se mantuvo 12 h después de la hipertermia. Ademas, es
interesante mencionar que en estas células expuestas a 43°C 24 h antes del cPt, la sensibilidad
a la droga no se modificd cuando el cPt fue administrado a 37°C, mientras que las células
resultaron mas resistentes cuando la droga se suministré a 43°C, como consecuencia de la
termotolerancia [221]. Estos resultados sugieren la existencia de una sensibilidad diferencial al
cPt entre las distintas lineas celulares como resultado del desarrollo de la termotolerancia.
Este fendmeno puede depender del momento de aplicacion de la hipertermia (antes o durante
la exposicién de la droga) o puede deberse a las caracteristicas intrinsecas de cada linea
celular. En este trabajo de tesis, los ensayos con hipertermia aplicada 24 h antes del cPt,
demostraron mayor termotolerancia en las células control HCT116+ch2 (MMR-) que en las
células HCT116+ch3 (MMR+), sugiriendo que la deficiencia del sistema MMR quizas podria
comprometer la sensibilidad al cPt inducida por el calor (Figura 1.4.1). Previamente, Nadin y
colaboradores reportamos que las células MMR- toleraron mejor los efectos de la hipertermia
a nivel del dafio al ADN evidenciado por un menor porcentaje de dafio severo en el ADN

inmediatamente finalizado el tratamiento, en relacién a la linea isogénica MMR+ [184].

Ademas del intervalo de tiempo, la sensibilizacion por la hipertermia también puede
depender de la fase del crecimiento celular. La sensibilidad a la hipertermia puede resultar
mayor en células que se encuentran en fase estacionaria, mientras que el cambio en el nimero
de células durante el experimento puede afectar la citotoxicidad en fase exponencial [219]. Se

ha reportado que lineas celulares de glioma y cancer de ovario fueron mas sensibles al cPt
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durante la fase estacionaria que en la fase de crecimiento exponencial. Si bien las células que
se replican mds rapidamente deberian ser mas sensibles a la droga, en este caso, los autores
atribuyeron esta mayor sensibilidad al cPt de las células en fase plateau al pH ligeramente
acido (6,8-6,9) encontrado en los cultivos de las cuatro lineas celulares, descartando un rol de
los parametros del ciclo celular. Por otra parte, se ha reportado que el efecto sensibilizador de
la hipertermia (42°C) en las células en fase exponencial fue mas efectivo en células sensibles al
cPt que en células resistentes [216]. En resumen, el efecto de la hipertermia en la
quimiosensibilizacién, puede ser afectado por diversos factores tales como: a) temperatura y
duracion del tratamiento térmico, b) intervalo de tiempo entre el tratamiento con calor y la
exposicién a la droga, c) temperatura a la cual la droga es aplicada, d) fase del crecimiento
celular y e) sensibilidad intrineca de cada linea celular a la droga. En cuanto a la participacion

del sistema MMR en el desarrollo de la termotolerancia permanece aun sin resolver.

Con el fin de explicar los resultados obtenidos en los ensayos clonogénicos y de
viabilidad, donde las células con un sistema MMR+ resultaron mds sensibles al tratamiento
H+cPt con respecto a las células MMR-, se procedié a estudiar ciclo celular y apoptosis. Aunque
el cPt indujo la detencién del ciclo celular en la fase S de las células MMR-/+, este efecto fue
menor en células que carecen de un sistema MMR funcional. Por su parte, el pretratamiento
con hipertermia causé la acumulacién de las células en las fases Sy G2/M 24 h después del cPt
en las lineas MMR-/+, siendo este efecto superior en las células MMR+. Esto significa que el
pretratamiento con calor detuvo la progresion del ciclo celular e inhibié el crecimiento de las

células tumorales.

Posteriormente, la determinacidén de Anexina V/IP por citometria de flujo y el cociente
Bax/Bcl-2 por western blot demostraron que los tratamientos cPt e H+cPt no indujeron
diferencias significativos entre células MMR-/+ en el proceso de apoptosis. Dado que el
sistema MMR esta involucrado en la activacion de la apoptosis inducida por cPt, se puede
inferir que para desencadenar la apoptosis podria necesitarse un mayor tiempo de exposicion
a la droga, concentraciones mas elevadas de cPt, e incluso otros periodos de recuperacion. La
técnica del MTT para determinar la viabilidad celular estima el numero de células viables en
una relacién lineal con la actividad mitocondrial. En células MMR+ expuestas a H+cPt la
viabilidad se redujo un 35%, aunque sin activar la apoptosis, tratdndose entonces de un efecto
citostatico. En otras palabras, el tratamiento con H+cPt causd la detencidn del ciclo celular en
las fases S y G2/M especialmente en células MMR+, en ausencia de cambios apoptéticos,

probablemente para permitir la reparacion del dafio en el ADN antes del inicio de la division
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celular. Estas observaciones se corresponden con las de otro grupo de investigacion que ha
reportado que el estrés térmico activa la via de sefializacién ATR-CHK1, causando la detencidn
del ciclo celular en G2/M vy reduciendo o bien evadiendo la apoptosis en lineas celulares
humanas de leucemia y de tumores sdlidos [223]. En concordancia, en las lineas celulares
MMR-/+ estudiadas, se observd que la hipertermia incrementd notablemente la fosforilacion
de CHK1 inducida por el cPt, indicando la activacién de esta via de sefializacion. Aldn se
encuentra en discusidn si la hipertermia induce en forma directa DSBs, las cuales son
responsables de la activacién de la via ATM-CHK2 [165]. En este estudio, las células de colon
MMR-/+, mostraron que la fosforilaciéon de CHK2 fue significativamente inferior a la de CHK1,
evidenciando que la activacion de la via ATR-CHK1 fue la que predomind en respuesta a los
tratamientos administrados. Por otra parte, es sabido que el estrés térmico aumenta los
niveles de ROS en la célula, lo cual genera SSBs persistentes, que pueden acumularse
originando el colapso de la horquilla de replicacion durante la fase S del ciclo celular [224].
Estos dafios mencionados constituyen el principal fundamento de la activacién de la via ATR-
CHK1 en células expuestas al calor, tal como se observé en este modelo celular MMR-/+

estudiado.

La activacidn y persistencia de las vias de sefalizacién de respuesta al dafio en el ADN
constituye una caracteristica que comparten también las células senescentes [225]. La
senescencia inducida por el acortamiento de los telémeros ha sido ampliamente estudiada. Sin
embargo, la senescencia inducida por el estrés (metales pesados, drogas antineoplasicas, etc.)
ha recibido menor atenciéon. Ademads, la senescencia también es un mecanismo de
sensibilidad, ademas de la apoptosis [226]. Se ha propuesto que este proceso representa un
estado irreversible de detencion del ciclo celular, donde las células permanecen
metabdlicamente activas [225]. Esta es una de las razones por la cual, este tipo de respuesta
celular no puede ser distinguida mediante los ensayos de viabilidad asociados a la actividad
mitocondrial, como la reduccién del colorante MTT. Volviendo al presente estudio, la linea
celular MMR+ mostré una induccidon de células senescentes, especialmente a las 4 h de
recuperacion de los tratamientos, siendo el porcentaje de senescencia superior en las células
que recibieron tratamiento térmico. Llamativamente, a pesar de ser considerado un proceso
irreversible, se observd que el porcentaje de células senescentes MMR+ disminuyd
aproximadamente un 10% a las 24 h de recuperacién. Otros autores han reportado que el
cisplatino es capaz de inducir senescencia en células CNE1 (carcinoma nasofaringeo). En el
mismo trabajo, se determind ademads, que el porcentaje de células SA-Bgal positivas disminuyd

96 h después del tratamiento, sugiriendo que la senescencia inducida por dosis subletales de la
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droga podia ser reversible [227]. El proceso fue acompaiiado por detencidn del ciclo celular en
fase S, y resulté irreversible a elevadas dosis de cisplatino, proponiendo que la capacidad de
revertir la senescencia podria ser dependiente de la extensidn del dafio celular. Si bien
actualmente, existe consenso sobre la irreversibilidad del proceso de senescencia, en los
ultimos afios nuevos estudios han demostrado que las células tumorales son capaces de
“escapar” de la senescencia y restablecer la divisiéon celular mediante inactivacién de p53 o de
pl6, o también a través de la sobre expresién de survivina o de cdc2 [228]. Trabajos previos,
han asociado a las proteinas Hsp27 y Hsp72 con la inhibicién del proceso de senescencia [229],
si bien en nuestro modelo celular MMR+, observamos un mayor porcentaje de senescencia
como consecuencia del tratamiento H+cPt acompafiado de una elevada expresién de estas
chaperonas (determinada por inmunoblot, Figura 4.1.4). En células mesenquimales (MSC) se
ha reportado que una hipertermia de 45°C durante 10 6 30 min es capaz de activar la
senescencia, a pesar de la elevada induccidn de Hsc70 y Hsp72 luego del tratamiento con calor
[230]. En consecuencia, la expresion de las HSPs no constituiria un factor determinante para
desencadenar o inhibir el proceso de senescencia. Sin embargo, dado que en las células MMR-
el tratamiento con cPt o H+cPt no incrementd el porcentaje de células SA-Bgal positivas, es
posible inferir que la funcionalidad del sistema MMR+ podria condicionar la activacién del
mecanismo de senescencia luego del tratamiento con cisplatino, quizas al ejercer su funcidén en
la activacion de la respuesta al dafio en el ADN [36]. Futuros estudios serdn necesarios para

profundizar en el conocimiento del rol del sistema MMR en la activacién de la senescencia.

Diversos trabajos de investigacion han demostrado que la hipertermia puede inhibir la
reparacion del ADN [166]. Durante afos se han empleado lineas celulares deficientes y
proficientes en una via de reparacion especifica, por ejemplo en la via NHEJ, para determinar si
ese sistema es un blanco de la hipertermia. El razonamiento consiste en que si el mecanismo
de reparacién es un blanco de la hipertermia, las células proficientes seran sensibilizadas por el
tratamiento térmico. Por el contrario, las células deficientes en dicha via de reparaciéon no
resultaran sensibilizadas por la hipertermia [165]. Teniendo en cuenta este antecedente, el
sistema MMR podria ser afectado, al menos parcialmente, por la hipertermia. A nivel
experimental, si bien la hipertermia acentud la detencién en las fases S y G2/M del ciclo celular
de las dos lineas celulares, su efecto sensibilizador pudo verificarse mayormente en las células
MMR+, en coincidencia con el ensayo de viabilidad celular MTT. Por otro lado, la expresién de
la proteina MLH1 se redujo notablemente inmediatamente finalizado el tratamiento con
H+cPt, explicando en parte de qué modo la hipertermia podria afectar la funcionalidad del

sistema MMR en las células competentes para este sistema. Sin embargo, la disminucidon
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proteica de MLH1 no se acompafid de un descenso en los niveles de ARNm, sugiriendo la
intervencién de mecanismos de regulacion post-transcripcionales o pretraduccionales. En las
células MMR-, el tratamiento H+cPt redujo la expresiéon proteica de MSH2, pero no su
expresidon génica. El descenso de la expresién proteica de MLH1 y MSH2 verificado en las
células MMR+ y MMR-, respectivamente, podria ser causado por la degradacién proteosomal
inducida por el estrés térmico. Diversos reportes muestran que la hipertermia puede inhibir la
reparacion del ADN a través de la deplecién/degradacién de las proteinas de reparacion, como
en el caso de BRCA1, BRCA2, OGG1 y Ku70/80 [176, 180-182]. Esto se debe a que el principal
blanco de la hipertermia son las proteinas en su conjunto, y por lo tanto, las proteinas
nucleares, muchas de las cuales participan en la reparacion del ADN, también se ven afectadas
por el calor [166]. Por esta razén, es importante tener en cuenta que la hipertermia podria
estar causando la degradacidn de las proteinas del sistema MMR en las células HCT116+ch2 y

HCT116+ch3 expuestas al cPt.

Posteriormente se evalud el dafo en el ADN inducido por el cPt mediante ensayo
cometa alcalino. Esta metodologia permitié determinar la proporcién de aductos de cPt-ADN,
Yy su reparacion. Se observé una mayor cantidad de aductos a las 4 h de finalizado el
tratamiento con la droga en células MMR+ y a las 24 h en células MMR-. Se ha reportado que
la formacidn de uniones cruzadas en el ADN inducida por andlogos del platino es un proceso
lento, alcanzando su pico maximo entre las 6 y 8 h posteriores a la exposicion con la droga
[213]. En las células MMR-, los aductos de cPt no fueron reparados tras una resuperacién de
24 h. Sin embargo, en células MMR+ se verificd una disminucién en la proporcién de aductos,
indicando una proficiencia en el proceso de reparacidon. Aunque ambas lineas celulares, MMR-
/+, poseen un sistema de reparacion NER funcional, que es el principal responsable de la
remocion de los aductos de cPt, puede inferirse que el sistema MMR, el cual participa en la
deteccion y sefializacion de este tipo de dafio [36, 116, 125], posibilita una respuesta celular
mas rapida y eficiente frente a este tipo de dafo en células MMR+. Por otro lado, el
tratamiento con hipertermia incrementé significativamente la formacion de aductos de cPt en
las dos lineas celulares, aunque la proporcion de aductos resulté mayor en las células con un
sistema MMR+. En concordancia con observaciones anteriores, esto puede deberse a que la
linea MMR- es mas tolerante al dafio en el ADN inducido por la hipertermia en relacion a la
linea MMR+, como se ha reportado previamente [184]. Ademas, luego del tratamiento con
H+cPt, las células MMR+ no fueron capaces de remover los aductos cPt-ADN. Las
consecuencias de la hipertermia en la formacién de aductos de platino han sido también

documentadas en otros trabajos de investigacion. Van de Vaart y colaboradores determinaron
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una mayor formacidn de aductos de platino en lineas celulares de cancer de ovario expuestas a
hipertermia y cPt [231]. Rietbroek y colaboradores, obtuvieron resultados similares en células
SW1573, expuestas simultdaneamente a drogas analogas del platino (cisplatino, lobaplatino u
oxaliplatino) e hipertermia, involucrando la mayor fomaciéon de aductos inducido por la
hipermermia en el aumento de la citotoxidad de las drogas [232]. Por su parte, Hettinga y
colaboradores estudiaron la acumulacién de cPt en la célula y la formacién de aductos Pt-ADN
mediante espectrofotometria de absorcidn atdmica en lineas celulares sensibles y resistentes a
la droga. Reportaron que la administracion combinada de H+cPt potencid la acumulacion
intracelular de cPt, incrementd la formacién de aductos de cPt-ADN, y disminuyd la remocion
de los mismos, independientemente de la sensibilidad de la linea celular al agente
antineopldsico [233]. Los autores atribuyeron el primer efecto a una disminucién de los niveles
de GSH inducido por el tratamiento térmico, afectando en consecuencia la detoxificacion del
metal. Por otra parte, tal como se describié en la introduccion (capitulo 1.5.), el estrés térmico
aumenta la permeabilidad y fluidez de la membrana plasmatica, factor que puede también
contribuir a incrementar el contenido de cPt en la célula [158, 159]. Por consiguiente, una
mayor proporcion intracelular de cPt puede incrementar la formacidn de aductos Pt-ADN, ya
gue hay mayor niumero de moléculas disponibles para reaccionar con el ADN. Sin embargo, los
cambios en la estructura de la cromatina inducido por la hipertermia, que pueden modificar el
acceso al ADN, constituye la explicacién preferente para el incremento en la formacién de
aductos de cPt cuando las células son expuestas al tratamiento combinado H+cPt [154]. Otra
de las razones por la cual la hipertermia aumentd la cinética de formacidn/reparacion de
aductos Pt-ADN, es debido a su accidn sobre las proteinas en general, entre ellas,
componentes de los sistemas de reparacién, ya sea induciendo su desnaturalizacién o
degradacion, e inactivando de este modo los mecanismos que posee la célula para reparar el
dafio en el ADN [233]. Esto también podria explicar los resultados obtenidos en el presente
trabajo, donde las proteinas del sistema MMR fueron afectadas por el tratamiento térmico,
observidndose que en células MMR-/+ tratadas con H+cPt se formaron mayor nimero de

aductos de cPt que no pudieron ser removidos eficazmente en las células MMR+.

También se determind la fosforilacion de la histona H2AX, marcador de rupturas de
doble cadena, las cuales se producen tras la exposicion a agentes alquilantes, durante la
replicacion o la reparacién del ADN [49]. La cuantificacién de yH2AX a distintos tiempos de
recuperacion post-tratamientos con agentes genotdxicos, suele utilizarse como un indicador
de la reparacién del dafio en el ADN. El tratamiento con cPt en las células MMR-/+ causé la

maxima fosforilacion de H2AX a las 24 h de finalizado el tratamiento. Los focos de yH2AX
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alcanzaron su maxima expresiéon tardiamente, ya que se forman durante la fase S del ciclo
celular una vez que la horquilla de replicacién encuentra los aductos intercatenarios
generados por el cPt, los cuales a su vez demoran horas en formarse, tal como se mencioné
previamente [213]. Un estudio realizado en lineas celulares de cdncer de endometrio
expuestas a cPt, demostrd que la fosforilacién de H2AX ocurrid solamente durante la fase S del
ciclo celular, a diferencia de doxorrubicina que indujo la fosforilacién de H2AX a lo largo de
todo el ciclo celular. Ademas, la maxima expresion de yH2AX fue alcanzada a distintos tiempos
de exposicion a la droga en funcidn de la linea celular [234]. Barr M y colaboradores,
estudiando diferentes tiempos de recuperacién post-cPt en lineas celulares sensibles y
resistentes a la droga, detectaron la maxima formacién de focos de yH2AX entre las 12y 24 h
después del tratamiento [235]. Ademads, en lineas celulares de carcinoma de pulmén, se
obtuvo el mayor niumero de focos de yH2AX a las 24 h de finalizado el tratamiento con cPt,
disminuyendo gradualmente con el transcurso del tiempo, pero persistiendo aun después de
72 h de recuperacion [198]. Estos reportes demuestran que las DSBs constituyen un dafio
severo y dificil de reparar para la célula, necesitando tiempos de recuperacién mas
prolongados que los estudiados en este trabajo para detectar su completa remocidn.
Similarmente a lo observado mediante ensayo cometa alcalino, el tratamiento con H+cPt no
solo incrementd el dafio en el ADN en las dos lineas celulares con respecto al tratamiento con
cPt, sino que ademds no se detectd la remocién de este dafio, al menos 24 h después de
finalizado el tratamiento, evidenciando nuevamente el efecto del estrés térmico en el dafio y

reparacion del ADN.

Ademas de inducir la degradacién de proteinas nucleares, otro mecanismo por el cual
la hipertermia puede inhibir la reparacion del ADN, es a través de la delocalizacidn nuclear de
proteinas componentes de los sistemas de reparacion [165]. La localizacién subcelular de las
proteinas Hsp27, Hsp72, MLH1 y MSH2 se caracterizd por inmunofluorescencia antes y
después del tratamiento con cPt e H+cPt. En condiciones basales, la proteina MSH2 se expreso
principalmente en el nicleo de células MMR-/+, aunque también se observé una escasa
expresion en el citoplasma, la cual se incrementd luego de ser expuestas a la hipertermia. Esta
observacién coincide con resultados previos del grupo de trabajo, que reporté una expresion
citoplasmdtica de MSH2 en LSP de pacientes oncoldgicos, aunque su significancia clinica
permanece incierta [84]. Es importante mencionar que tanto MLH1 como PMS2 presentan
sefiales de localizacion nuclear, formandose el heterodimero antes de translocarse al nucleo, y
sirviendo de respaldo la presencia de sefal de localizacién nuclear en cada componente del

complejo MutLa [236]. Por el contrario, en el complejo MutSa, la proteina MSH6 presenta
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sefial de localizacidn nuclear pero no asi MSH2, por lo que es necesaria su heterodimerizacién
para su transporte al nucleo celular. Si bien MLH1 y MSH2 son proteinas sensoras de dafio en
el ADN, que cumplen su funcién en el nlcleo, se ha descripto la presencia de MSH2 en el
citoplasma, que también suele observarse cuando MSH6 se expresa en baja proporcién en la
célula. Diversos estudios han reportado la localizacién independiente de MSH2 en el
citoplasma de células no dafiadas aunque aun se desconoce su funcidn [237]. Los resultados
de los immunoblots no mostraron aumento significativo en los niveles de expresidn totales de
MSH2 cuando las células fueron tratadas con H+cPt, sugiriendo quizas que una hipertermia
previa al cPt indujo la translocacion de una pequefia cantidad de MSH2 fuera del nucleo. Estos
resultados también coinciden con estudios previos, donde la hipertermia indujo la
translocacion de MLH1 y MSH2 del nucleo al citoplasma en células MMR+ [184]. Otros autores
también han reportado la deslocalizacién nuclear de proteinas de reparacion como
consecuencia de la hipertermia. Xu y colaboradores evidenciaron que temperaturas iguales o
superiores a 41°C inducian la translocacién nucleo-citoplasma de la proteina de reparacién
MRE11 [178]. Esta redistribucidén celular disrumpe el complejo MRN, necesario para sensar e
iniciar la reparacién de las DSBs en el ADN [179]. En el caso de la ADN glicosilasa OGG1, se ha
reportado que la hipertermia moderada no sdlo causd su degradacién, sino que ademas la
proteina residual permanecié en la region perinuclear, impidiendo la reparacién de las bases
dafiadas por el sistema BER [176]. En este trabajo de tesis verificamos en las células expuestas
a H+cPt una combinacion de los efectos ya publicados por la hipertermia: una disminucion de
MSH2 en células MMR-, y una deplecidon de MLH1 y redistribucién citoplasmatica de MSH2 en
células MMR+. Estos resultados sugieren que la hipertermia es capaz de afectar al sistema

MMR.

En el caso de las HSPs, en condiciones basales, las proteinas Hsp27 y Hsp72 se
localizaron en el nucleo y citoplasma de células MMR-/+. Sin embargo, estas proteinas se
observaron principalmente en el nucleo luego de la exposicién al cPt. Dado que los analisis de
inmunoblots no mostraron un incremento en la expresidon total de HSPs inmediatamente
finalizado el tratamiento con cPt, se puede deducir que las proteinas Hsp27 y Hsp72 se
translocaron desde el citoplasma al nucleo luego del tratamiento con la droga. En numerosos
reportes se ha documentado que Hsp27 y Hsp70 (HSPA) pueden dirigirse y acumularse en el
nucleo bajo condiciones de estrés, participando probablemente en la proteccion o
recuperacion del dafio al ADN [184, 238-240]. Laszlo y colaboradores demostraron que Hsc70
(forma constitutiva de Hsp70, también conocida como HSPAS8) y Hsp72 son los componentes

mayoritarios del exceso de proteinas nucleares inducidas por el estrés; que se asocian con una
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recuperacion mas rapida de los procesos nucleares y citoplasmaticos y con el desarrollo de
termotolerancia en células resistentes al calor [241, 242]. Considerando estos resultados en su
conjunto, se puede asumir que la expresiéon de Hsp27 y Hsp72 inducida por la hipertermia
podria facilitar la recuperacion de las células expuestas al cPt en el grupo H+cPt. Asi, el mayor
incremento en los niveles de HSPs observado en las células HCT116+ch2 en relacién a su
contraparte MMR+, podria explicar en parte el estado de tolerancia o resistencia de las células

MMR-, reflejado en un aumento del IC50 cuando fueron pretratadas con calor.

El segundo objetivo planteado consistid en establecer si Hsp27 y Hsp72 interactuaban
con las proteinas MLH1 y MSH2 en células tratadas con cPt. Para ello, se realizé
inmunofluorescencia y se determind la asociacidn de las proteinas a través del coeficiente de
correlacién de Pearson (CCP), y mediante inmunoprecipitacién. En las células MMR+, las
asociaciones entre los pares de las proteinas estudiadas se incrementaron después del
tratamiento con cPt, que por el contrario disminuyeron cuando las células fueron previamente
expuestas a la hipertermia. En el caso de la colocalizacion de Hsp72 con MLH1 y MSH2, el
pretratamiento con calor descendié el CCP a valores incluso por debajo de las condiciones
basales. En las células MMR- expuestas a H+cPt, también se observd menor colocalizacion
entre la proteina MSH2 y las HSPs, comparada con las células tratadas Unicamente con cPt. Los
valores inferiores de CCP en el grupo H+cPt, pueden ser explicados principalmente por el
incremento significativo en la expresion de Hsp27 y Hsp72, observado por inmunoblot en las
lineas celulares estudiadas y ademads, por la relocalizacién citoplasmatica de las proteinas
Hsp27 y Hsp72. Es bien conocido que la hipertermia no sélo induce HSPs, sino que también
recluta HSPs a proteinas desnaturalizadas o mal plegadas, abandonando transitoriamente a
sus proteinas clientes y estableciendo asociaciones con otras moléculas para asistirlas en el
correcto plegamiento o degradacién [166]. Los ensayos de inmunoprecipitacién confirmaron
las interacciones entre Hsp27 y Hsp72 con MLH1 y MSH2 en células MMR+ en condiciones
basals y luego de los tratamientos experimentales. En las células MMR- también se
demostraron las interacciones entre Hsp27 y Hsp72 con MSH2, lo cual indica que estas

asociaciones proteicas son independientes de la funcionalidad del sistema MMR.

Este trabajo reporta por primera vez las interacciones de Hsp27 y Hsp72 con proteinas
del sistema MMR en lineas celulares de cancer de colon deficientes y proficientes en el sistema
MMR, expuestas a los efectos de la hipertermia y cisplatino. Castro y colaboradores
reportamos también la interaccién entre Hsp27 y MSH2 en células de glioma humano Gli36

expuestas a temozolamida. En concordancia con el presente trabajo, se verificé un significativo
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incremento en asociacion de estas proteinas luego del tratamiento con la droga [113].
Numerosos autores han documentado la participacion de chaperonas moleculares en
mecanismos de reparacion del ADN. Hasta la fecha, Hsp90 ha sido proteina de golpe de calor
mas estudiada en el contexto del dafio y la reparacion del ADN [115]. Si bien se ha demostrado
qgue las HSPs interactian con diversas proteinas de reparacion del ADN, aun quedan por
identificar proteinas clientes de Hsp27 y Hsp72 [243]. Afios atrds, Kenny y colaboradores
describieron que Hsp70 se une a la endonucleasa APE1 aumentando de 10 a 100 veces su
actividad enzimatica [105]. El mismo grupo de investigacién demostré posteriormente que el
dominio N-terminal de Hsp70 podia estimular de 5 a 10 veces la actividad de la polimerasa
PolB, acrecentando la eficiencia de la reparacion [106]. Guttmann y colaboradores reportaron
la colocalizacién entre Hsp27 y ATM en condiciones basales y luego de la exposicién a
radiacién ionizante en lineas celulares tumorales de cabeza y cuello. Observaron ademas, que
la dsminucién de la expresiéon de Hsp27 atenud la reparaciéon de las DSBs, aumentando la
sensibilidad de estas células a la radiacidon. Estos autores postularon un rol para Hsp27 en la
sefalizacion de la reparacion de las DBSs, proponiendo a esta chaperona como un potencial
blanco terapéutico [244]. En el caso del sistema MMR, los resultados de esta tesis ponen de
manifiesto la interaccién de la proteina MSH2 con Hsp27 y Hsp72, tanto en células MMR+
como también en células MMR-. Por lo tanto, es necesario profundizar en estudios posteriores
el rol de las HSPs, para determinar si estan facilitando la reparacion del dafio al ADN inducida
por cPt a través del sistema MMR o si estas interacciones son sélo una consecuencia de sus

funciones como chaperonas moleculares.

En el tercer objetivo de esta tesis se propuso evaluar en LSP de pacientes oncolégicos
obtenidos antes de la quimioterapia y expuestos in vitro a cisplatino, la utilidad predictiva de la
determinacidn del daio en el ADN mediante ensayo cometa alcalino. Ademds de su capacidad
para detectar SSBs y DSBs, asi como también sitios alcali Iabiles, el ensayo cometa alcalino,
constituye una herramienta para detectar uniones cruzadas en el ADN. Los agentes alquilantes
como el cisplatino, generan uniones ADN-ADN y/o ADN con proteinas histonas, que a
diferencia de otros agentes genotoxicos, reducen la migracion del ADN durante el ensayo
cometa [245]. Se ha postulado que la capacidad de reparacién del dafio en el ADN causado por
analogos del platino podria reflejar la sensibilidad celular a estas drogas [246, 211]. El numero
creciente de investigaciones enfocadas en demostrar la utilidad de la reparacion del ADN
como biomarcador en pacientes oncoldgicos [246-249], se debe a que proporciona mayor
informacidon sobre la funcionalidad y eficiencia de los sistemas de reparacién que la

cuantificacion de la expresion génica o proteica [250, 251]. En este contexto, el ensayo cometa
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alcalino se ha propuesto como herramienta para el monitoreo de la capacidad de reparacion
del ADN en estudios clinicos, ya que presenta la ventaja de ser un método de bajo costo,
sensible y que requiere una pequeia cantidad de células [247-249]. Ademas, estudios previos
del grupo de trabajo mostraron que las células con dafo total medido por ensayo cometa
(score 5) se correlacionaron con la muerte celular, siendo esta metodologia no solamente util
para evaluar el dafio en el ADN, sino también para estimar la proporcidon de apoptosis en la
poblacién celular [112]. En pacientes oncoldgicos, la extraccién de una muestra de sangre
periférica para la separacién de células mononucleares, es menos invasiva que la de cualquier
otro tejido. Ademas, se ha postulado que los LSP podrian servir de alternativa (o sustituto) en
el caso de aquellos tumores procedentes de tejidos que no resulten facilmente accesibles
[248-250]. Sumado a esto, se ha reportado que los resultados obtenidos en leucocitos de
pacientes oncolégicos expuestos in vitro a la droga utilizada en el esquema terapéutico,
reflejan la respuesta del paciente a la quimioterapia [252, 253, 211]. En este trabajo, utlizando
ensayo cometa alcalino, se verificé una elevada variabilidad interindividual en el dafio basal de
LSP de pacientes oncolégicos, resultado que se corresponde con los obtenidos por otros
autores [212, 250, 254, 255]. Es importante mencionar que se ha reportado que la existencia
de variabilidad interindividual es uno de los requisitos para que un estudio sea
verdaderamente predictivo [210, 252, 256]. Asimismo, no se encontraron diferencias
significativas a nivel del dafio basal entre individuos sanos y pacientes oncoldgicos, aunque en
otros trabajos se ha reportado una mayor media de migracion del ADN en LSP de pacientes
oncoldgicos que en sujetos sanos [211, 212, 250, 257]. Esta discordancia puede estar dada por
la elevada variabilidad interindividual y el bajo nimero de casos estudiados. En coincidencia
con reportes previos del grupo de trabajo, el porcentaje de células con dafo total (score 5) en
condiciones basales fue mayor en pacientes oncolégicos que en individuos sanos [212].

Tal como se ha menciononado anteriormente, no sélo la formacién de aductos de Pt-
ADN es lenta sino que también lo es su remocidn. El sistema NER es el encargado de llevar a
cabo la remocidn de los aductos de los analogos del platino, y se ha observado en leucocitos
de pacientes oncoldgicos que este proceso puede tardar mds de 21 h [253]. Fikrova y
colaboradores, demostraron mediante ensayo cometa en LSP de pacientes con cancer, el
maximo contenido de aductos de platino 24 h después de la quimioterapia, persistiendo aln
durante varios dias y disminuyendo gradualmente hasta una semana después de la
administraciéon de la droga [250]. Bonetti y colaboradores, determinaron mediante
espectrometria de masas, el contenido de aductos de platino en LSP de pacientes oncoldgicos
y encontraron la mayor proporcién de aductos en el ADN a las 24 h de la administracién de la

guimioterapia [258]. En el presente trabajo de tesis, una vez finalizado el tratamiento con cPt
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(TO), se verifico un descenso en la migracion del ADN, debido a un mayor contenido de los
aductos. Sin embargo, a las 24 h de finalizado el tratamiento (T24) se observé un incremento
significativo en el porcentaje de células con dafo total (score 5), que contribuyd a elevar los
valores de migracién del ADN en este grupo. A diferencia de los resultados obtenidos en lineas
celulares, la hipertermia no aumenté la formacién de aductos de cPt en LSP. Este resultado se
corresponde con lo reportado por Nadin SB y colaboradores, donde utilizando el ensayo
cometa alcalino, no encontraron diferencias significativas en la migracién del ADN entre
muestras tratadas con cPt y con H+cPt [84]. Sin embargo, luego de 24 h de recuperacidn, se
observé un mayor contenido de aductos en LSP expuestos previamente a una hipertermia y no
asi en LSP expuestos sélo a cPt. Estas diferencias pueden ser debidas a los efectos del
tratamiento térmico en la formacidon de aductos de cPt y en la inhibicién de su reparacion.
Ademas, luego de la recuperacion, los LSP tratados con H+cPt, mostraron menor porcentaje
de apoptosis que aquellos LSP que recibieron sdélo cPt, originado probablemente por el efecto
citoprotector del tratamiento con calor. Se ha reportado la induccién de HSPs en LSP de
pacientes oncoldgicos expuestos in vitro a una hipertermia 24 h antes del cPt [84]. Por ultimo,
es bien conocido el rol antiapoptético de las HSPs que tiene como fin promover la

supervivencia celular.

Posteriormente, se correlacionaron los resultados obtenidos a partir de estudios de la
migracion del ADN con la respuesta clinica de los pacientes. En aquellos pacientes con
respuesta clinica completa al tratamiento, se observd menor dafo basal en LSP, aunque las
diferencias no fueron estadisticamente significativas debido al nimero limitado de pacientes.
Un estudio reciente ha reportado lo contrario, es decir, mayor dafio basal en LSP de pacientes
sensibles a la terapia con andlogos del platino [211]. Por otro lado, Nadin y colaboradores no
encontraron diferencias en la media de la migracion en condiciones basales de LSP de
pacientes con RC y pacientes con RP/EE/EP, que también recibieron terapia con analogos del
platino [212]. Luego del tratamiento in vitro con cPt, los LSP de pacientes con RC mostraron
mayor contenido de aductos de cPt (menor migracion del ADN) y menor porcentaje de células
con dafio total. En concordancia, otros estudios han demostrado que el dafio en el ADN
inducido in vitro por cisplatino en leucocitos de pacientes, se correlaciona con la respuesta
individual a la quimioterapia, de modo que los pacientes con mejor respuesta al tratamiento
poseen mayor niumero de aductos [252, 253, 259]. Por el contrario, Bonneti y colaboradores
no encontraron correlacion entre la formacion de aductos de platino en leucocitos expuestos
in vitro a la droga y la respuesta individual a la quimioterapia [258]. Por su parte, Nadin y

colaboradores reportaron una menor migracion del ADN (mayor contenido de aductos) en

Mayra Lis Sottile Fleury Pagina 117



Capitulo 5 — Discusién

pacientes con RP/EE/EP en relacidn a los pacientes con RC [212]. Es importante mencionar que
muchos de estos trabajos han estimado la formacion de aductos de platino mediante
espectrometria de absorcién atémica, que si bien es una técnica sensible, es mas laboriosa,
costosa y requiere un mayor numero de células que el ensayo cometa. En el presente trabajo,
el ensayo cometa alcalino también permitié estimar el porcentaje de células apoptédticas
(células con dafio total, score 5). En pacientes con RC se verificd un porcentaje mas bajo de
células apoptdticas que en pacientes con RP/EE/EP luego de la exposicién in vitro a cPt,
aunque sin significancia estadistica. Por el contrario, otro grupo de investigacion ha reportado
una mayor tasa de apoptosis en LSP de pacientes sensibles al tratamiento, luego de la
exposicién in vitro de los LSP a analogos del platino. Sin embargo, en ese estudio se utilizd un
ensayo de ELISA para evaluar apoptosis [211]. La existencia de controversia en los resultados,
puede deberse a la inclusién de grupos reducidos de pacientes, tratamientos quimioterapicos
combinados y diferentes metodologias de analisis. Por lo tanto, es necesario disefiar estudios a

mayor escala y mas homogéneos para obtener conclusiones mas firmes.

En el cuarto objetivo se evalud la utilidad predictiva de la determinacion de focos de
YH2AX y de 53BP1, marcadores de dafio en el ADN, en LSP de pacientes oncolégicos obtenidos
antes de la quimioterapia y expuestos in vitro a cisplatino. Estas proteinas intervienen en la via
de sefializacién de respuesta al dafio en el ADN. La desregulacién de esta via ha sido asociada
con transformaciones malignas y con la respuesta a agentes anitineoplasicos que dafian el ADN
[211]. La fosforilacidn de la variante de histona H2AX en el residuo serina 139 y la formacién de
focos de yH2AX se ha correlacionado con la generacién de rupturas de doble cadena, y en
consecuencia, se ha propuesto como marcador de dafio en el ADN [51]. Sin embargo, se han
hallado algunas inconsistencias a nivel cuantitativo y temporal entre focos yH2AX y DSBs.
También se han descripto focos de yH2AX “espontaneos”, que pueden ser desencadenados
por factores intrinsecos como el estrés replicativo, dafio oxidativo, envejecimiento o el
metabolismo del ADN [54]. En este trabajo se encontrd, en condiciones basales, mayor
numero de focos yH2AX en LSP de sujetos controles que en LSP de pacientes oncoldgicos.
Existe cierta controversia al respecto, ya que por un lado algunos estudios han reportado
menor numero de focos yH2AX en LSP de sujetos controles en relacidn a pacientes oncolégicos
[211, 260, 261]. Sin embargo, otros trabajos no han encontrado diferencias en el nivel basal de
YH2AX en LSP de pacientes oncoldgicos y sujetos controles [262, 263]. El resultado obtenido en
este estudio puede deberse al nimero reducido de casos controles evaluado y a la elevada
variabilidad interindividual. Aunque también es necesario considerar que la fosforilacién de

H2AX es desencadenada por las proteinas ATM, ATR y DNA-PK, cuya expresion suele estar
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alterada en algunos tumores causando una deficiencia en la capacidad de las células para
sensar el dafio en el ADN [264]. Incluso, se ha reportado que la inactivacion de estas proteinas
puede incrementar el riesgo de desarrollar ciertos tumores, como es el caso de cancer de
prdstata, mama, ovario, endometrio, pulmén o cervix [264-267]. Teniendo en cuenta estos
antecedentes, la menor expresion de yH2AX observada en los pacientes oncoldgicos, podria
ser indicativo de una deficiencia en la sefalizacidn del dafio en el ADN. Recientemente se ha
reportado que LSP de sujetos controles expuestos a radiacion ionizante presentaron mayor
intensidad de yH2AX (evaluado por citometria de flujo) en relacién a pacientes deficientes en
ATM [56]. Un gran numero de agentes genotdxicos inducen focos de yH2AX solo como un
evento secundario cuando las lesiones causan la detencidn de la horquilla de replicacion. En
consecuencia, la generaciéon de focos de yH2AX puede demorar varias horas desde la
exposicién a radiacién UV o a agentes alquilantes [54]. En consistencia con esto, no se
observaron cambios en el valor medio de focos de yH2AX por nucleo inmediatamente después
de efectuada la exposicion al cPt, pero en cambio se noté un leve aumento de este marcador
en las muestras de LSP expuestas a H+cPt. Esto puede deberse en primer lugar a la capacidad
de la hipertermia para inducir focos de yH2AX [268], y en segundo lugar a que el tratamiento
con calor fua aplicado 24 h antes del cPt, otorgando tiempo suficiente para la activacién de las
vias de sefializacién y fosforilacidn de H2AX. Finalizadas las 24 h de recuperacién, disminuy6 el
porcentaje total de células yH2AX positivas alcanzando los valores del grupo control, aunque el
numero promedio de focos por nucleo se incrementd. En otras palabras, algunas células (en
grupos T24) pudieron recuperarse del dafio inducido, mientras que en otras el nimero de
focos yH2AX aumenté considerablemente, coincidiento con el incremento en el porcentaje de

células con dafio total con score 5 (evaluado mediante ensayo cometa alcalino).

Por otro lado, se analizaron correlaciones entre la respuesta clinica de los pacientes al
tratamiento con el nimero de focos de yH2AX/célula y el porcentaje de células con tincion
positiva para yH2AX. Los pacientes oncoldgicos con RC a la quimioterapia presentaron mayor
numero de focos yH2AX positivos y mayor porcentaje LSP positivos, en relacion a los pacientes
con RP/EE/EP. Esta correlacidn se verificd tanto en condiciones basales como inmediatamente
después del tratamiento con cPt, aunque en ambos casos las diferencias no fueron
estadisticamente significativas. Otros autores reportaron en LSP de pacientes con cancer de
ovario, que un mayor porcentaje de células yH2AX positivas se asociaba con mayor
sensibilidad a la quimioterapia tanto en condiciones basales como luego del tratamiento in
vitro con analogos del platino [211]. La expresion de yH2AX se ha utilizado principalmente para

estudiar los efectos genotdxicos de la radiacion ionizante. Ademads, la aplicacion de esta
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metodologia es mas habitual en muestras de LSP obtenidas de pacientes luego del tratamiento
oncolégico y es mas infrecuente en muestras de pacientes expuestas in vitro a la terapia
antineopldsica. Djuzenova C y colaboradores, reportaron en LSP de pacientes con cancer de
mama obtenidos luego de la radioterapia, que un mayor nimero de focos de yH2AX se
correlacionaba con mayor sensibilidad al tratamiento [262]. Posteriormente, el mismo grupo
estudio la la formacién de estos focos en LSP de pacientes con cancer rectal expuestos in vitro

a la radiacion, sin embargo no encontraron asociacién con la respuesta al tratamiento [261].

De forma similar a yH2AX, los LSP de sujetos controles presentaron mayor niumero de
focos de 53BP1 que los de pacientes oncolégicos. Si bien estas diferencias no resultaron
estadisticamente significativas en condiciones basales, el efecto fue mas notorio a las 24 h del
tratamiento con cPt o con H+cPt. Otros autores han reportado similares niveles de expresion
basal de 53BP1 en LSP de pacientes oncolégicos y de individuos sanos [261, 262, 269]. Como se
menciond para yH2AX, el estudio de 53BP1 en LSP de pacientes oncolégicos se ha enfocado
especialmente en los efectos de la radioterapia. Djuzenova C y colaboradores no observaron
diferencias en el valor medio de focos 53BP1 entre LSP de pacientes con cancer de mama vy de
sujetos controles, inmediatamente o a las 24 h de la exposicion in vitro a la radiacion ionizante
(0,5 Gy); pero observaron mayor nimero de focos a las 24 h de la exposicidn in vitro a una
dosis de 2 Gy [262]. En otro estudio también se observaron similares valores basales de focos
de yH2AX/53BP1 en LSP de pacientes oncoldgicos e individuos sanos; sin embargo, 24 h
después de la irradiacidn in vitro, el numero de focos fue significativamente mayor en LSP de
pacientes. Este grupo cuantificé Unicamente los focos yH2AX que colocalizaban con los de
53BP1 por inmunofluorescencia [269]. Anteriormente, los mismos autores no encontraron
diferencias en el valor medio de focos yH2AX/53BP1 en LSP de pacientes y controles media
hora después de la irradiacion in vitro, pero el nimero de focos fue significativamente mas
elevado en pacientes oncoldgicos luego de 24 h de recuperacidn [270]. Ademas, reportaron
una baja varibilidad interindividual en el grupo de pacientes al inicio del ensayo, pero luego de
24 h de recuperacion encontraron una variabilidad elevada [270]. Estos datos indican diferente

capacidad de respuesta al dafio en el ADN entre los pacientes oncoldgicos.

Por otro lado, los resultados de esta tesis no mostraron diferencias en el valor medio
de focos de 53BP1 por nucleo entre pacientes con RC y RP/EE/EP tanto en condiciones basales,
como tampoco después de la exposicion al cPt. Otro estudio ha reportado que la expresién de
53BP1 en LSP de pacientes con cancer rectal a nivel basal, inducido y residual (luego de 24 h de

recuperacion post radiacién), no resultaron de utilidad para predecir la respuesta individual a
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la radioterapia [261]. A su vez, el mismo grupo de trabajo determind en LSP de pacientes con
cancer de mama que la cuantificacion de focos de 53BP1 era menos sensible que la de focos
de yH2AX, encontrando una débil correlacién entre estos dos marcadores [262]. Consistente
con esto, Schuler N y colaboradores determinaron que yH2AX permitia discriminar pacientes
pedidtricos heterocigotas para ATM, pero no se obtuvo lo mismo con 53BP1, sugiriendo que
YH2AX es un marcador mas sensible y confiable para detectar deficiencias en la via de
reparacion de DBSs [260]. La expresion de 53BP1 también ha sido evaluada por
inmunohistoquimica en biopsias de pacientes con cdncer de pulmdn que recibieron cPt en su

esquema terapéutico, correlacionando con progresion y recurrencia de la enfermedad [68].

Como se ha descripto en los parrafos anteriores, en los distintos reportes existen
resultados contradictorios en LSP de pacientes oncoldgicos, mientras que otros no son
concluyentes. Estas controversias pueden deberse a distintas metodologias de deteccidn
empleadas y a su falta de estandarizacion mundial: ensayo cometa, espectrometria de
absorcién atomica o ELISA para determinar el dafio inducido por cPt, y citometia de flujo,
inmunofluorescencia o inmunocitoquimica para deteccién de focos de yH2AX o 53BP1. En
algunos casos la elevada variabilidad interindividual entre pacientes, no permite diferenciar
entre grupos respondedores y resistentes a la terapia oncoldgica. En esta tesis se verificé como
tendencia un mayor dafio en el ADN inducido por cPt (evaluado por ensayo cometa alcalino y
focos de yH2AX) en LSP de pacientes con RC a la quimioterapia en relacién a los pacientes con
RP/EE/EP. La ausencia de diferencias estadisticamente significativas puede deberse
probablemente al nimero limitado de casos incorporados al estudio y quizas a la variabilidad
interindividual entre los pacientes. Un estudio que involucre un nimero mas elevado de
pacientes serd necesario para poder verificar los resultados obtenidos y determinar la
potencial utilidad predictiva de la determinacién del dafio al ADN mediante ensayo cometa

alcalino y el estudio de focos de yH2AX en LSP de pacientes oncoldgicos.
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CAPITULO 6.

CONCLUSIONES.

v

La exposicidon a una hipertermia previa al cisplatino (cPt) aumenté el dafio en el ADN
en las lineas celulares HCT116+ch2 (MMR deficiente, MMR-) y HCT116+ch3 (MMR
proficiente, MMR+), potenciando de esta manera la genotoxicidad de la droga,

independientemente de la funcionalidad del sistema MMR.

En células MMR+, la exposicion a una hipertermia 24 h antes del cPt indujo Ia
deslocalizacién nuclear de la proteina MSH2 y la depleciéon de MLH1. El pretratamiento
con calor redujo la expresiéon de MSH2 en células MMR-. De esta manera, el sistema

MMR resulté afectado por el tratamiento H+cPt.

La hipertermia incrementd la sensibilidad al cPt en células MMR+, potenciando la
detencion del ciclo celular en las fases S y G2/M vy la activacién del mecanismo de
senescencia. No se verificaron diferencias significativas en los niveles de apoptosis

entre células MMR- y MMR+, ni entre tratamientos cPt e H+cPt.

Las proteinas Hsp27 y Hsp72 interactuaron en condiciones basales con las proteinas de
reparacion MLH1 y MSH2. El tratamiento con cPt aumentd significativamente la
asociacién entre las proteinas MSH2-Hsp27 y MSH2-Hsp72 en la linea celular MMR
competente. Ademas, las interacciones resultaron ser independientes de la

funcionalidad del sistema MMR.

Linfocitos de sangre periférica de pacientes oncoldgicos con respuesta clinica
completa, expuestos in vitro a cPt, presentaron menor dafio basal y mayor formacién
de aductos cPt-ADN (evaluado por ensayo cometa alcalino) en relacién a los pacientes
no respondedores. Sin embargo las diferencias encontradas no fueron
estadisticamente significativas. Un estudio con mayor nimero de pacientes sera
necesario para corroborar la tendencia observada y la potencial utilidad del ensayo
cometa alcalino como herramienta predictiva de respuesta a la quimioterapia en

estudios clinicos.

En linfocitos de sangre periférica de pacientes oncoldgicos con respuesta clinica
completa, expuestos in vitro a cPt, se determind en condiciones basales e inducidas un
mayor numero de focos yH2AX por nucleo y un mayor porcentaje de células con

inmunotinciéon positiva en relacion a los pacientes no respondedores a la

Proteinas de golpe de calory reparacion del ADN en lineas celulares tumorales y en pacientes
oncoldgicos tratados con andlogos del platino Pagina 122



Capitulo 6 — Conclusiones

guimioterapia, aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas. Es
necesario incrementar el tamano de la muestra para verificar la tendencia observada y

la utilidad predictiva de este marcador.

v" No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre pacientes con RC y
RP/EE/EP en el valor medio de focos de 53BP1 en LSP en condiciones basales ni luego
de la exposicién in vitro a cPt e H+cPt. La determinacidn del nimero de focos de 53BP1
en LSP no resultd atil para predecir la respuesta individual a la terapia basada en

analogos de platino.
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CAPITULO 8

ANEXO

8. Relacion de las HSPs con la muerte celular programada

Extrinseca Intrinseca

Ligando de
la muerte

Receptor de
la muerte

’
......‘.....“...

Hsp27

Hsp27
Hsp70

Hsp27

Hsp70

HspS0
l I Hsp70

Representacion esquematica de las vias extrinseca e intrinseca de apoptosis. En la via extrinseca,
una vez unido el ligando de muerte a su receptor, se reclutan en la regidn citoplasmatica proteinas
adaptadoras que activan a caspasa-8, esta ultima tiene como sustrato a BID. En el caso dela via
intrinseca, la liberacién del citocromo c desde la mitocondria al citoplasma es regulado por
proteinas de la familia Bcl-2, algunas de las cuales son proapoptdticas (por ej. Bax) y otras
antiapoptadticas (por ej. Bcl-2). En el citoplasma, el citocromo c junto con Apaf-1 y caspasa-9 forman
el apoptosoma, complejo que activa a caspasa-3. Hsp27 es capaz de suprimir la via extrinseca al
unirse a proteinas adaptadoras, evitando la activacion de caspasa-8. Hsp27 puede inhibir la
formaciéon del apoptosoma al unirse y secuestrar al citocromo ¢, mientras que Hsp90 es capaz de
unirse a Apaf-1. Hsp70 también puede inhibir la via intrinseca impidiendo la translocacion
mitocondrial de Bax y la liberacién del citocromo ¢ de la mitocondria, asi como también de otros
factores proapoptoticos como Smac/Diablo y AIF. Hsp70 es capaz de suprimir la formacion del
apoptosoma al asociarse con Apaf-1, y también bloquear los eventos por debajo de la activacion de
las caspasas, como el clivaje de sustratos. Imagen modificada de Nature Reviews Cancer,
2002;2:277-288.
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