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Resumen

El cancer de mama (CM) es una enfermedad con efectos devastadores en la salud global. La
sobreexpresion y/o amplificacién del receptor de membrana con actividad tirosina-quinasa ErbB-2
(MErbB-2) esta asociada a un peor pronostico en pacientes HER2-positivos. Otro subtipo de tumores
con mal prondstico es el agrupado bajo la denominacién CM friple negativo (CMTN): estos no
expresan niveles significativos de receptores hormonales (RH) y carecen de sobreexpresion y/o
amplificacion de ErbB-2. Actualmente no existen biomarcadores para predecir la evolucion clinica ni
terapias blanco-especificas para CMTN. Se ha identificado que la presencia nuclear de ErbB-2
(NErbB-2) induce el crecimiento tumoral, la metastasis y la resistencia a las terapias dirigidas al
ErbB-2 en CM.

Es por ello, que en este trabajo de investigacion se estudiara la relevancia clinica y la funcionalidad
de la proteina ErbB-2 ubicada en el nucleo responsable de impulsar el crecimiento del cancer de
mama a través de distintas técnicas ensayadas como la tincién por inmunofluorescencia de biopsias
de pacientes proveniente de una cohorte latinoamericana donde se explorara su uso como
biomarcador clinico de respuesta a terapias asociadas a cancer de mama HER2-positivo. Por otra
parte, se emplearan modelos preclinicos de CM para investigar el rol del bloqueo de la localizacion
nuclear de ErbB-2 sobre el crecimiento tumoral in vivo. A su vez, se evaluard, el rol del inhibidor del
retrotransporte Retro-2.1, sobre la proliferacion celular en lineas celulares de los subtipos de CM
presentados con anterioridad. De esta manera, el presente plan brindara una mirada novedosa hacia

los tratamientos conocidos en CM y posibles alternativas para el tratamiento clinico.

Palabras claves: crecimiento del cancer de mama, ErbB-2, ErbB-2 nuclear, cancer de mama triple

negativo, HER2-positivo.
Abstract

Breast cancer (BC) is a disease with devastating effects on global health. Overexpression and/or
amplification of the membrane receptor tyrosine kinase activity ErbB-2 (MErbB-2) is associated with a
worse prognosis in HER2-positive patients. Another subtype of tumors with a poor prognosis is
grouped under the denomination triple negative BC (TNBC): these do not express significant levels of
hormone receptors (HR) and lack ErbB-2 overexpression and/or amplification. Currently there are no
biomarkers to predict clinical evolution or specific target therapies for TNBC. The nuclear presence of
ErbB-2 (NErbB-2) has been identified to induce tumor growth, metastasis, and resistance to
ErbB-2-targeted therapies in BC.

For this reason, this research work will study the clinical relevance and functionality of the ErbB-2
protein located in the nucleus responsible for promoting the growth of breast cancer through different

techniques, such as immunofluorescence staining of biopsies of patients from a Latin American cohort
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where its use as a clinical biomarker of response to therapies associated with HER2-positive breast

Firma:

cancer will be explored. On the other hand, preclinical models of BC will be used to investigate the
role of ErbB-2 nuclear localization blockade on tumor growth in vivo. In turn, the role of retrotransport
inhibitor Retro-2.1 on cell proliferation in cell lines of the BC subtypes presented above will be
evaluated. In this way, this plan will provide a novel look at the known treatments in BC and possible

alternatives for clinical treatment.

Key words: breast cancer growth, ErbB-2, nuclear ErbB-2, triple negative breast cancer,
HER2-positive.
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Introduccion

1. Marco Teorico

1.1 Cancer de mama

El cancer de mama (CM) es una enfermedad compleja y heterogénea que comprende multiples
subtipos de tumores asociados con distintos patrones histolégicos, diferentes caracteristicas
biolégicas y comportamientos clinicos. De esta manera, el cancer de mama es la enfermedad que se
diagnostica con mayor frecuencia en mujeres, donde anualmente se diagnostican 2.1 millones de
casos nuevos siendo asi, el cancer de mama la causa prevalente de muerte en las mujeres con cerca
de 626.679 muertes al afio en todo el mundo (Bray, 2018).

En Argentina, el CM constituye la primera causa de muerte por patologia maligna en mujeres,
registrandose 21.500 nuevos casos por afo. Si bien la incidencia en nuestro pais no es
significativamente distinta que la de los paises desarrollados, la mortalidad se ve incrementada
respecto de dichos paises debido a la escasa cobertura médica (obras sociales o prepagas) que
alcanzaria solo al 65% de las mujeres. Esto, sumado a factores socioeconémicos y educacionales
adversos, hace que muchos diagndsticos se realicen en forma tardia cuando el tumor se encuentra

en estado avanzado.

Asimismo, y si bien no se cuenta aun con estadisticas publicadas en nuestro pais, debido a la
pandemia de COVID-19 se ha reportado una disminucién significativa de los diagnésticos de CM por
lo que se estima un aumento de los pacientes diagnosticados con tumores en estadios mas
avanzados en los préximos afios, con un consecuente aumento de la morbilidad y mortalidad por CM
(London, 2020).

1.2 Subtipos de cancer de mama

El diagnéstico del CM se lleva a cabo a través de estudios histopatoldgicos realizados sobre la
biopsia del paciente que incluyen la determinacion de los receptores de estrogeno (RE) y
progesterona (RP), la expresion de ErbB-2/HER2 en la membrana, y el estudio de la tasa proliferativa

por medio de la evaluacion del Ki-67 en las células tumorales.

En base a estas determinaciones y siguiendo las normas del Consenso Internacional de Saint Gallen,

el CM se ordena, segun su clasificacion clinica, en cuatro subtipos (Curigliano, 2017):
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1. Receptor de hormonas-positivo y HER2-negativo (RH+/HER2-) y este a su vez comprende 2
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subtipos:

e “Luminal A-like” donde los RE y RP son positivos, ErbB-2/HER2 es negativo y tiene un Ki-67
bajo. Este subtipo se caracteriza por tener alta presencia de receptores, baja proliferacion y

por ende, un grado histolégico menor.

e “Luminal B-like” donde el RE es positivo pero el RP es negativo o bajo y tiene un Ki-67 alto.
Se caracteriza por tener bajos niveles de los receptores, alta proliferacién y por ende, un alto

grado histolégico.

2. Receptor de hormonas-positivo y HER2-positivo (RH+/HER2+) donde el RE es positivo, RP
puede ser positivo o negativo, ErbB-2/HER2-positivo.

3. Receptor de hormonas-negativa y HER2-positivo (RH-/HER2+) que tiene los RE y RP
negativos y el ErbB-2/HER2-positivo.

4. Triple negativo que tiene todos los parametros negativos (RE, RP y ErbB-2/HER2-negativos).

Por otra parte, los canceres se clasifican en estadios clinicos de | a IV en base al tamafio tumoral, el

compromiso ganglionar y la presencia de metastasis a distancia (Singletary, 2002).

e Estadio I: tumores pequenos, sin afectacion metastasica de la axila.

e Estadio Il: tumores de mas de 2 cm o con afectacion metastasica de la axila moderada.

e Estadio Ill: tumores muy grandes o con afectacién de piel o musculo pectoral o afectacién

axilar masiva.

e Estadio IV: metastasis en 6rganos distantes como el pulmén, higado, hueso, cerebro, entre

otros.

A partir del diagnéstico histopatoldgico y del estadio clinico, se asigna a cada paciente un esquema
de tratamiento que puede incluir estrategias como la cirugia, ya sea conservadora o radical (que
incluye la mastectomia), la radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal y/o terapias dirigidas contra

blancos moleculares.

Una vez identificado el tipo de tumor y estadio del cancer, éste puede tener dos alternativas respecto
a su tratamiento, la adyuvancia o la neoadyuvancia. La adyuvancia es el tratamiento que se aplica
luego de la cirugia ya que, gracias al tipo de tratamiento aplicado, este puede eliminar cualquier
célula maligna que pueda quedar en la mama o en el resto del cuerpo. Por otro lado, otro método

aplicado particularmente dirigido al cancer de mama local avanzado es la neoadyuvancia. La terapia
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neoadyuvante tiene dos objetivos principales. Por un lado, permite desescalar la cirugia para muchas
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mujeres con tumores mas grandes y/o ganglios axilares ya que el mismo consiste en administrar un
tratamiento sistémico a fin de reducir el tamafo del tumor antes de que el paciente se someta a
cirugia. Por otro lado, proporciona un efectivo tratamiento sistémico (equivalente a la terapia

adyuvante) para prevenir la recurrencia del cancer (Curigliano, 2017).

Los tumores HR+/HER2- son el subgrupo con mayor incidencia, comprendiendo aproximadamente el
70% de los casos de CM. Estos tumores comparten la expresion del RE, cuya participacion en CM ha
sido reconocida desde hace tiempo. El RE constituye un marcador de prondstico predictivo muy
importante en CM que se basa en la deprivacién de estrégenos (Henderson, 2000). Particularmente,
resultados de modelos animales y evidencia epidemioldgica y clinica indican que los progestagenos y
el RP también juegan un rol importante en la tumorigénesis mamaria (Carnevale, 2007). Dentro de
los tumores HR+/HER2-, aquellos tumores que son mas agresivos y tienen reducida sensibilidad a
las terapias endocrinas (Kennecke, 2010; Osborne Schiff, 2011), se denominan tumores Luminal
B-like, en contraposicion a los tumores Luminal A-like. Ademas del mayor grado proliferativo, otra de
las caracteristicas distintivas de los tumores Luminal B-like es su menor expresion del RP (Prat,
2013; Curigliano, 2017). Los pacientes con tumores Luminal B-like reciben ademas de

hormonoterapia, quimioterapia.

La sobreexpresion del receptor tirosina quinasa ErbB-2 a nivel de la membrana, o su amplificacion
génica, ocurre en 15-20% de los tumores de mama humanos y define el subtipo de CM
ErbB-2-positivo (ErbB-2+), el cual tiene valor prondstico, predictivo y relevancia terapéutica (Slamon,
1987; Frahm, 2007). Este subgrupo comprende tanto a los subtipos clinicos HR+/HER2+ como
HR-/HER2+. La sobreexpresion de ErbB-2 presenta un rol clave en la tumorigénesis mamaria ya que
los subtipos de CM que sobreexpresan MErbB-2 o presentan amplificacion génica del mismo estan
asociados a un mayor poder metastasico y peor prondstico (Slamon, 1989; Ross, 2009; Henderson,
1998). Luego del desarrollo de las terapias dirigidas al ErbB-2, la sobrevida global de pacientes con
CM metastasico y la tasa de curacion en adyuvancia aumentaron significativamente (Slamon, 2001).
Actualmente, existen terapias para pacientes cuyos tumores sobreexpresan ErbB-2. Estas incluyen
anticuerpos monoclonales (Trastuzumab (Ttzm) y Pertuzumab), inhibidores de la actividad tirosina
quinasa (Lapatinib, Neratinib, Tucatinib), y también anticuerpos conjugados a drogas citotdxicas
como lo es el TZ-DM1 o el TZ-deruxtecan. El primer tratamiento anti-ErbB-2 aprobado para estadios
tempranos y avanzados de CM ErbB-2+ fue el anticuerpo monoclonal humanizado llamado
Trastuzumab (Ttzm). El Ttzm posee beneficios clinicos sustanciales en pacientes con CM avanzado
y mejora la supervivencia cuando se administra como terapia Unica o junto con la quimioterapia. Se
sabe que Ttzm se une al dominio extracelular IV de ErbB-2 y asi suprime la capacidad del ErbB-2 de
inducir la activaciéon de vias de sefializacion (como la via de sobrevida de PI3K/Akt), lo cual conduce
al arresto del ciclo celular e inhibicion de la angiogénesis. Ademas, produce citotoxicidad celular

dependiente de anticuerpos (ADCC). Si bien el Ttzm proporciona beneficios clinicos sustanciales,
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Firma:

tratamiento inicial con Ttzm (resistencia de novo) o desarrollan resistencia al Ttzm luego del
tratamiento (resistencia adquirida) (Slamon, 2001; Esteva, 2002). De esta manera, una gran cantidad
de pacientes que sobreexpresan ErbB-2, presentan una problematica y requieren de nuevas terapias.
A pesar de la utilidad clinica del Lapatinib en pacientes que presentan resistencia a Ttzm, menos del
25% responde satisfactoriamente al tratamiento, desarrollando resistencia adquirida al Lapatinib
(Geyer, 2006). Esto pone de manifiesto que la resistencia a los agentes anti-ErbB-2 constituye un
problema clinico relevante. Lamentablemente, no se dispone de biomarcadores clinicos capaces de

predecir la respuesta a dichos agentes al momento del diagndstico (Fig. 1).
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Figura 1. Enfoques moleculares de la terapia dirigida a HER2. Adaptado de Singh, BJC (2014).

Asimismo, el CM triple negativo representa un 12-17% de los CM. Este se asocia a un curso mas
agresivo, de peor evolucion clinica y no posee una terapia especifica, siendo el tratamiento mas
recomendado la quimioterapia (Dent, 2007). Esto se debe a que este subtipo de tumores no expresa
niveles clinicamente significativos de los receptores hormonales de estrégeno (RE) y progesterona
(RP), como asi también carecen de sobreexpresién y/o amplificacion génica del receptor tirosina
quinasa ErbB-2. Ademas de su diagndstico de exclusion, en la actualidad no existen biomarcadores
que permitan predecir su evolucion clinica y su respuesta a las terapias, como asi tampoco terapias
blanco-especificas para ofrecerles a las pacientes ademas de la quimioterapia convencional (Carey,
2007). En efecto, la baja sobrevida en pacientes con CMTN se debe principalmente a la alta tasa de

metastasis viscerales y a la falta de tratamientos efectivos luego de la recaida (Liedtke, 2008).

En la tabla 1 se resumen los subtipos clinicos de CM vy los tratamientos de referencia segun el
subtipo.

10
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Tabla 1. Clasificacion clinico-patolégica de CM en base a las determinaciones de marcadores

moleculares y estrategias terapéuticas generales recomendadas. Adaptado del St. Gallen International

Expert Consensus 2017.

Definicién Subtipos
Clinico-patolégica Moleculares

Marcadores
Moleculares

Tratamiento de Referencia

Luminal A-like

RE y RP positivos

ErbB-2/HER2-negativo

Terapia Endocrina

Ki-67 bajo
RH+/HER2- RE positivo Terapia Endocrina y
Quimioterapia
RP negativo o bajo
Luminal B-like
ErbB-2/HER2-negativo
Ki-67 alto
RE positivo Terapia anti-ErbB-2,
Endocrina y Quimioterapia
RP positivo o negativo
RH+/HER2+
ErbB-2/HER2-positivo
Ki-67 positivo o negativo
RE y RP negativos Terapia anti-ErbB-2 y
RH-/HER2+ Quimioterapia

ErbB-2/HER2-positivo

Triple Negativo

RE y RP negativos

ErbB-2/HER2-negativo

Quimioterapia

1.3 ErbB-2 y cancer de mama

1.3.1 ErbB-2: caracteristicas estructurales y mecanismos clasicos de accién

La familia de receptores tirosina-quinasa tipo | (RTQ-lI) se compone de cuatro receptores
relacionados: ErbB-1 (EGF-R), ErbB-2 (Neu/HER?2), ErbB-3 y ErbB-4 (Yarden and Sliwkowski, 2001)

(Fig. 2). En presencia de ligandos, los receptores forman hetero u homodimeros que son

transfosforilados por los dominios quinasa activos en su contraparte. Las excepciones son el ErbB-3,

que tiene una actividad tirosina-quinasa muy baja, y el ErbB-2, para quien no se conocen ligandos

(Arteaga & Engelman, 2014). En cambio, se han descrito hasta el momento una gran cantidad de

ligandos para los demas RTQ-I, incluyendo seis ligandos del EGF-R, y todas las isoformas conocidas

11
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del factor de crecimiento Neu/Heregulina/Neuregulina (HRGB1), que se unen al ErbB-3 y ErbB-4
(Harris, 2003; Tzahar, 1996).
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Figura 2. Estructura de los receptores ErbB. La familia ErbB esta compuesta por 4 miembros. Cada receptor
presenta tres dominios funcionales: un dominio extracelular responsable de la union al ligando, un dominio
transmembrana con estructura a-hélice, y un dominio intracelular con actividad tirosina quinasa, el cual contiene
ademas motivos y residuos especificos que median sus interacciones con los miembros de otras vias de
sefializacion. EGF-R, ErbB-3 y ErbB-4 presentan una conformacién “cerrada” en la cual el dominio de
dimerizacién no se encuentra disponible para interactuar con otro de sus comparfieros en ausencia de ligando.
No existen ligandos conocidos para ErbB-2; este receptor se encuentra en una conformaciéon extendida o

“abierta” por lo cual esta permanentemente disponible para la dimerizacion. (Baselga & Swain, 2009).

Una vez fosforilados, los receptores actian como sitios de anclaje para el reclutamiento de proteinas
adaptadoras o enzimas, las cuales inician cascadas de senalizacién capaces de controlar multiples
procesos celulares. Dos de las principales vias activadas por estos receptores son la de las proteinas
quinasas activadas por mitégenos (MAPK) y la de la fosfatidil inositol 3-quinasa/ proteina quinasa B
(PI3BK/AKT) (Fig. 3). Otras proteinas efectoras importantes para la sefalizacioén de los ErbBs son: la
tirosina-quinasa soluble Src, la serina-treonina quinasa mTOR (por sus siglas en inglés, mammalian
target of rapamycin) y las proteinas transductoras de senales y activadoras de la transcripcién (Stats)
(Yarden & Sliwkowski, 2001). La respuesta biolégica especifica desencadenada depende de las

interacciones cruzadas entre las vias de sefnalizacion activadas.

El ErbB-2, como todos los miembros de la familia de RTQ-I, es una proteina de un solo paso de
membrana con 4 dominios extracelulares (I al IV), siendo el dominio IV el mas préximo a la
membrana plasmatica. Los dominios | y lll son dominios con capacidad de unién a ligando, y el brazo

de dimerizacion del dominio Il promueve la interaccion receptor-receptor (Burgess, 2003) (Fig. 2).

Asimismo, el ErbB-2 posee un dominio hidrofébico que lo ancla y posiciona en la membrana, y una
region carboxilo-terminal citoplasmatica, donde se encuentra la actividad de tirosina-quinasa y los

residuos blanco de esa actividad (Fig. 2). Aunque la molécula de ErbB-2 no puede unir ligandos, la
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misma presenta una conformacion abierta y extendida que le permite homo o heterodimerizar con los

Firma:

demas ErbBs. De hecho, el ErbB-2 constituye el compafero de dimerizacion mas frecuentemente
encontrado formando dimeros con cualquier otro receptor ErbB (Graus-Porta, 1997). Ademas, de
todos los dimeros posibles, el de ErbB-2/ErbB-3 es el de mayor potencial oncogénico, debido en
parte a la capacidad unica que posee el ErbB-3 de unirse a la subunidad reguladora p85 de la PI3K,
y de activar asi la via de AKT (Fig. 3) (Fedi, 1994; Graus-Porta, 1997).

La sobreexpresion de ErbB-2 a nivel de la membrana plasmatica, resulta en su homodimerizacion
espontanea y dispara la activacion ligando-independiente de la actividad tirosina-quinasa. En este
sentido, la desregulacion de la expresion y actividad del ErbB-2 ha sido implicada en el desarrollo y la

agresividad de numerosos tipos de canceres humanos (Yan, 2014).

a ErbB-2 cananical action b ErbB-2 non-canonical action
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Figura 3. Acciones candnicas y no canénicas del ErbB-2 en cancer de mama. A) Via de sefalizacion
canonica de ErbB-2. Tras la unién del ligando, los ErbB forman homodimeros o heterodimeros, que activan
cascadas de sefalizacion aguas abajo y transducen los efectos del ErbBs. Se ilustran los heterodimeros ErbB-2
y ErbB-3 inducidos por heregulina. Las dos vias de sefalizacion clave activadas son las proteinas quinasas
activadas por mitdgeno (MAPK) p42/p44 vy la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)/AKT. La activacion de la via
MAPK conduce a la transcripcion de genes que impulsan la proliferacion celular, la migracion y angiogénesis,
mientras que la activacion de la via PI3K/AKT conduce a los puntos finales aguas abajo, incluida la
supervivencia celular y la supresién de la apoptosis. En conjunto, la activacién de estas cascadas de
sefializacion promueve el crecimiento y la metastasis de CM. B) Via no canénica de ErbB-2. La accién no
candnica de ErbB-2 implica la translocacion nuclear de ErbB-2. Se representa la heterodimerizaciéon y la
translocacion nuclear de ErbB-2/ErbB-3 inducida por heregulina. Una vez en el nucleo, el ErbB-2 puede unirse
directamente a sus elementos de respuesta y funcionar como un factor de transcripcién, o puede unirse a otros

FT y actuar como un coactivador transcripcional. Se muestra un ejemplo de ErbB-2 que actiua como coactivador
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transcripcional. Las acciones de ErbB-2 nuclear (NErbB-2) también impulsan el crecimiento y metastasis de
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cancer de mama. (Cordo Russo, 2019).

1.3.2 Mecanismo de accién no canoénico: NErbB-2

Notablemente, el dogma del mecanismo de accién del ErbB-2, que lo identifica como un receptor
tirosina quinasa de membrana (MErbB-2) con capacidad de inducir vias de sefializacion mitogénicas
que promueven el crecimiento del CM, ha sido desafiado por el descubrimiento de que el MErbB-2 es
capaz de migrar al nucleo celular donde actia como factor de transcripcion (FT) por union directa a
secuencias especificas en el ADN llamadas HAS (HERZ2-associated sequences) (Wang, 2004).
Trabajos pioneros del Laboratorio de Mecanismos Moleculares de Carcinogénesis y Endocrinologia
Molecular (IBYME, CONICET) demostraron que por accion de los progestagenos (ligandos del RP),
el ErbB-2 migra al nucleo (NErbB-2) donde actia como coactivador del FT Stat3 en el promotor de
Ciclina D1 y p21°®' genes involucrados en la regulacién del ciclo celular, para promover el
crecimiento de tumores de mama progestageno-dependientes (Beguelin, 2010; Diaz Flaque, 2013;
Diaz Flaque, 2013). De hecho, se identificd por primera vez que la localizaciéon nuclear de ErbB-2 es

un biomarcador de mal prondstico en pacientes con CM ErbB-2-positivos (Schillaci, 2012).

Investigaciones previas, han demostrado que el NErbB-2 presenta un rol fundamental en el
crecimiento del CM resistente a Trastuzumab y que el bloqueo de la localizacion nuclear de ErbB-2
constituye una estrategia terapéutica novedosa para superar la resistencia a los agentes anti-ErbB-2
actuales, que tienen como blanco al MErbB-2 (Cordo Russo, 2015).También se demostrd el rol de
NErbB-2 como modulador de la expresion del microRNA-21 y de la metastasis (Cordo Russo, 2015).
Recientemente, se identifico que ErbB-2, tanto su forma wild type como la isoforma c, estan
presentes en el nucleo de las células de CM ftriple negativo y poseen un rol crucial en el crecimiento
de dichos tumores (Chervo, 2020).

1.3.3 Mecanismos de transporte nuclear de ErbB-2

En la actualidad, los mecanismos a través de los cuales ErbB-2 es transportado al nucleo celular
constituyen un campo de intensa investigacion, desde las moléculas intervinientes en el
reconocimiento hasta los procesos por los cuales ocurre la invaginacion de la membrana. De hecho,
es de conocimiento que el ErbB-2 es transportado al nucleo a través del transporte retrégrado.

Estudios realizados en células modelo de CM ErbB-2+ han permitido dilucidar que ErbB-2 se
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internaliza desde la membrana plasmatica por endocitosis y que se transporta en vesiculas
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endociticas (Giri, 2005; Wang, 2010) que conducen al reciclaje, la degradacion o que contintan con
el transporte hacia el nucleo (Chen & Hung, 2015; Wang, 2012). Asi, luego de la endocitosis, las
vesiculas endociticas bifurcan su camino dependiendo de las proteinas cargo a las cuales se
asocian, tales como las GTPasas de la familia Rab (Wandinger-Ness & Zerial, 2014), las sintaxinas o
las proteinas adaptadoras de clatrinas (APs) (Johannes & Popoff, 2008). Las clatrinas son proteinas
oligoméricas con cadenas pesadas y livianas que se entrecruzan y conforman vesiculas revestidas
(clathrin-coated pits, en inglés). Al internalizar el receptor, las clatrinas forman un plegamiento de
membrana que rodea al receptor constituyendo la vesicula y dejando al extremo N-terminal hacia
dentro del endosoma y al extremo C-terminal, de actividad quinasa y con la sefial de localizacion
nuclear expuesta (NLS por sus siglas en inglés: Nuclear localization sequence) hacia el citosol. Esto
ultimo permite que la NLS interactiue con la Importina 1 (Wang, 2010). Sin embargo, este medio no
es el unico, sino que también se han encontrado evidencias de internalizacién mediante mecanismos
independientes de clatrinas (Austin, 2005; Pedersen, 2008; Sak, 2012; Sorkin & Goh, 2008). La
translocacion del ErbB-2 continua hacia la red de trans-Golgi (en inglés, trans-Golgi network, TGN)
mediante el movimiento dependiente de microtubulos asistido por la proteina motora dineina. Esta
permite el acercamiento de las membranas de los endosomas tempranos con las membranas del
Golgi y su fusién asistida por la proteina Sintaxina 6, perteneciente a la familia de proteinas SNARE
(Du, 2014). Durante el transporte citoplasmatico-nuclear, el ErbB-2 se asocia a la Importina 1, un
miembro de la familia de proteinas de transporte nuclear, a través de su NLS. El complejo formado
por ErbB-2 e Importina 1 interactia con la proteina del poro nuclear Nup358, lo cual culmina con la
insercion nuclear de ErbB-2 (proceso denominado INTERNET) (Giri, 2005; Wang, 2012; Carpenter &
Liao, 2013) (Fig. 4). También se ha reportado que la molécula de ErbB-2 intacta es extraida de la
doble capa lipidica de los endosomas para translocar al nicleo como una molécula no asociada a
membranas por el sistema de degradacion asociado al reticulo endoplasmico (ERAD, del inglés
Endoplasmic-reticulum-associated protein degradation) (Tsai, 2002). Tanto para EGF-R como para
ErbB-2, el translocon Sec61 situado en el reticulo endoplasmatico media la retrotranslocacion de

dichos receptores al citoplasma y su importacion en el nucleo (Fig. 4) (Carpenter & Liao, 2013).
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Figura 4. Modelo propuesto de transporte nuclear de ErbB-2 constitutivo e inducido por ligando (HRGB1)
desde la superficie celular hasta el ntcleo. En este modelo, el translocon Sec61, parte de la via ERAD, se
asocia con ErbB-2 en el reticulo endoplasmatico (ER) y extrae a la molécula de ErbB-2 intacta de la bicapa de la
membrana, lo que permite su interaccion con la importina 31 (Impf1). EI complejo ErbB-2/importina B1 luego
interactua con la proteina de poro nuclear Nup358 lo que da como resultado la translocacion nuclear de ErbB-2.

NLS, secuencia de localizacion nuclear. (Elizalde, 2016)

Por otra parte, toxinas exdgenas y distintos virus también hacen uso de las vias de transporte
retrégrado para favorecer su internalizacion e infectar células eucariotas. Un analisis de alto
rendimiento (high-throughput) publicado identificé al compuesto farmacolégico Retro-2 como una
droga capaz de inhibir el transporte retrégrado de las toxinas bacterianas tipo Shiga (Stechmann,
2010). Gracias a sus caracteristicas, este compuesto también seria capaz de proteger ratones de

intoxicacién por exposicidn a ricinas (Stechmann, 2010).

El Retro-2 (R2) se cicla espontdneamente a su derivado ciclico dihidroquinazolinona (Retro-2cycl),
que es el compuesto activo. En consecuencia, los compuestos ciclicos de R2 con actividad mejorada
fueron desarrollados. Entre los derivados ciclicos de R2, Retro-2.1 (R2.1) se ha sintetizado como un
compuesto racémico en donde sus enantibmeros poseen diferente actividad bioldégica. Su
(S)-enantiomero [(S)-R2.1] mostr6 mas potencia como inhibidor del retrotransporte que su
(R)-enantiémero [(R)-R2.1] (Gupta, 2014).
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Figura 5. Retro-2 y sus derivados ciclicos. Imagenes de la estructura quimica de Retro-2, Retro-2cycl,
Retro-2.1.

Otros estudios han mostrado la capacidad del Retro-2 y sus analogos de interferir en la infeccién de
virus incluyendo el polioma, el papilomavirus, y el reciente coronavirus SARS-CoV2. R2 inhibe el
transporte retrégrado principalmente a través de la alteracién en la localizaciéon subcelular de las
sintaxinas 5 y 6, proteinas de fusion involucradas en el transporte retrégrado entre el endosoma

temprano y el aparato de Golgi (Stechmann, 2010).

Estudios mas recientes revelaron que R2 afecta al reticulo endoplasmatico al interferir con el
componente de salida del reticulo endoplasmatico, Sec16A, reteniendo la sistina 5 (STX5) en el
reticulo endoplasmatico y evitando que esta proteina se recicle hacia la interfaz endosoma
temprano/TGN (Forrester, 2020).

De esta manera, el bloqueo del transporte retrégrado podria ser una estrategia novedosa que
permitiria modular los niveles nucleares de ErbB-2 en CM vy, por ende, de la proliferacion celular en

diferentes modelos de CM.
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2. Antecedentes

Descubrimientos del laboratorio de Mecanismos Moleculares de Carcinogénesis y Endocrinologia
Molecular demostraron que NErbB-2 posee un rol fundamental en la proliferacion del CM resistente a
Ttzm (Fig. 6). Particularmente, en tumores de este tipo también se hallaron elevados niveles de
NErbB-2. Estudios moleculares identificaron que en modelos de CM MErbB-2-positivos, el NErbB-2
promueve el crecimiento tumoral a través de la formacién de un complejo transcripcional junto con
Stat3 y ErbB-3 (complejo ErbB-2/ErbB-3/Stat3) sobre el promotor de la Ciclina D1 (CCND1),
revelando asi la primera funcion nuclear del dimero ErbB-2/ErbB-3. El bloqueo de la localizacion
nuclear de ErbB-2 por transfeccién con hErbB-2ANLS, una mutante humana de ErbB-2 que posee
delecionada su sefial de localizacién nuclear (ANLS) y que por ello es incapaz de migrar al nucleo
(Beguelin, 2010), permitié identificar que NErbB-2 posee un rol fundamental en la proliferacion del CM
resistente a Trastuzumab. De hecho, se demostré que en dichos tumores resistentes el Trastuzumab
era incapaz de inhibir el crecimiento tumoral por ser incapaz de desensamblar el complejo
ErbB-2/ErbB-3/Stat3 (Cordo Russo, 2015). Estos antecedentes ponen de manifiesto la importancia
del NErbB-2 en los fendmenos de resistencia a terapias anti-ErbB-2 y resaltan al NErbB-2 como un

novedoso blanco terapéutico en CM MErbB-2-positivo resistente.
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Figura 6. Rol del ErbB-2 nuclear en la respuesta a Trastuzumab (Ttzm). Las células de CM sensibles a Ttzm
muestran niveles mas altos de MErbB-2 que de NErbB-2. Su proliferacion es estimulada por la sefalizacién de
ErbB-2 (por ejemplo, PI3K/AKT) y acciones nucleares (por ejemplo, complejo transcripcional Stat3/ErbB-2/ErbB-3
en el promotor de Ciclina D1), ambas, jerarquicamente iguales. La inhibicion de la sefalizacién con Ttzm o la
accion nuclear con hErbB-2ANLS inhibe la proliferacion. Las células resistentes a Ttzm muestran altos niveles de
NErbB-2, que suelen ser mayores a los de MErbB-2. De esta manera, el efecto de ErbB-2 nuclear sobre la
proliferacion es mas fuerte que el de MErbB-2. El bloqueo del efecto nuclear de ErbB-2 con hErbB-2ANLS
previene el crecimiento de CM a pesar de la activacion de las cascadas de sefalizacion. Adaptado de Cordo

Russo, Oncogene 2015.

Por otro lado, hallazgos mas recientes del laboratorio demostraron que el NErbB-2 posee un rol
fundamental en la proliferacion y crecimiento del CMTN (Fig. 7). En efecto, estudios de la distribucién
subcelular de ErbB-2 en lineas celulares de CMTN demostraron que efectivamente dichos modelos
expresan el receptor, el cual en lugar de estar localizado en la membrana plasmatica se encuentra
principalmente localizado en el compartimento nuclear (Chervo, 2020). Se reveld que tanto el ErbB-2
de tipo salvaje (WTErbB-2), codificado por el transcripto canénico T1 (NM_004448.4), como la
isoforma C de ErbB-2, codificada por el transcripto alternativo T3 (NM_001289936.2), se encuentran
en el nucleo e inducen el crecimiento del CMTN a través de su funcion como reguladores
transcripcionales (Chervo, 2020). Asimismo, se descubrié que NErbB-2 es un biomarcador de mal
pronoéstico en CMTN (Chervo, 2020).
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Nuclear ErbB-2 function in TNBC
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Figura 7. Accién de NErbB-2 en CMTN. Adaptado de Chervo, 2020.

Recientemente se ha demostrado que el inhibidor del retrotransporte Retro-2 inhibe la localizacion
nuclear de ErbB-2, tanto de la isoforma canénica WTErbB-2 como de la isoforma c (ErbB-2c), e inhibe
la proliferacion celular in vitro y el crecimiento tumoral in vivo del CMTN (Madera, 2022). Los estudios
mecanisticos identificaron que R2 induce la acumulacién diferencial de WTErbB-2 en los endosomas
tempranos y la membrana plasmatica y del ErbB-2c en el aparato de Golgi. Estos estudios
proporcionan evidencias para el reposicionamiento de Retro-2 como un nuevo agente terapéutico en
CMTN (Madera, 2022).

Dado este trasfondo, en el presente trabajo se buscara explorar la funcionalidad nuclear de ErbB-2 y
su influencia en los mecanismos de carcinogénesis mamaria. De esta manera, el objetivo del
presente trabajo es presentar una potencial herramienta que permita desarrollar un tratamiento para
aquellos pacientes a quienes las terapias actuales no les resultan funcionales y ademas, que NErbB-2
pueda ser utilizado como biomarcador de prondstico y/o respuesta al tratamiento.
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3. Objetivo general

El objetivo general del presente plan es el estudio de la funcionalidad nuclear del ErbB-2 en células
que sobreexpresan MErbB-2 resistentes a las terapias actuales y también, en las células humanas de
CMTN. De esta manera, la intenciéon del mismo es demostrar que la localizaciéon nuclear del ErbB-2
posee un rol central en el crecimiento de dichos tumores y que el bloqueo de su localizacién nuclear
constituiria una estrategia terapéutica muy prometedora. Asimismo, se investigara el significado
clinico de la localizacion nuclear de ErbB-2 en biopsias de pacientes teniendo como propdsito
demostrar que el ErbB-2 nuclear podria ser utilizado como nével biomarcador clinico en CM que
permitiria predecir ya sea el prondstico del paciente, como también su respuesta a la terapéutica

actual.

Siguiendo con esta linea de investigacion, se plantean los siguientes objetivos especificos para este

plan de tesis:

4. Objetivos especificos

Primera Parte: Explorar el significado clinico de la presencia nuclear de ErbB-2 como biomarcador de

prondstico en biopsias de pacientes con CM.

Objetivo especifico 1- Explorar la expresion de ErbB-2 nuclear en biopsias de pacientes con CM
HER2-positivos tratados con Trastuzumab. Se investigara la presencia nuclear de ErbB-2 por
inmunofluorescencia (IF) en muestras de biopsias embebidas en parafina de pacientes con CM

utilizando la técnica puesta a punto y validada en el laboratorio (Schillaci, 2012).

1.1. Investigar si la presencia de ErbB-2 nuclear se correlaciona con parametros histopatoldgicos del
tumor como el tamafio tumoral, el estadio clinico, el grado nuclear, la expresion de receptores

hormonales, entre otros.

1.2. Estudiar si la presencia de ErbB-2 nuclear se correlaciona con cambios en la sobrevida general
(OS) o en la sobrevida libre de enfermedad (DFS) en pacientes con CM HER2+. Se explorara la
utilidad clinica de la determinacion de ErbB-2 nuclear como biomarcador de respuesta a las terapias

utilizadas actualmente en el tratamiento del CM HER2+.

1.3. Estudiar si la presencia de ErbB-2 nuclear esta relacionada con la respuesta a los agentes
anti-ErbB-2, en pacientes con CM pertenecientes al subtipo HER2-positivo con receptores de

hormonas positivo y HER2-positivo con receptores de hormonas negativas.
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Objetivo especifico 2- Explorar la presencia de ErbB-2 nuclear (NErbB-2) en una segunda cohorte

Firma:

independiente de pacientes con CM.

2.1. Se investigara la presencia nuclear de ErbB-2 por IF (Schillaci, 2012) en una coleccion de tejidos
embebidos en parafina y dispuestos en microarreglos de tejidos (TMAs, Tissue Microarray). Dichos

TMAs contienen las biopsias de pacientes correspondientes a una cohorte independiente de CM.

Segunda Parte: Explorar la presencia y funcionalidad de ErbB-2 nuclear en modelos de CM.

Objetivo especifico 3- Investigar el rol de ErbB-2 nuclear en el crecimiento tumoral in vivo en un
modelo preclinico de CM MErbB-2-positivo resistente a Trastuzumab. Como estrategia para el
bloqueo de la localizacion nuclear de ErbB-2 se utilizara la estrategia de terapia génica ya

caracterizada en el laboratorio que es el mutante hErbB-2ANLS.

Objetivo especifico 4- Investigar el rol del inhibidor del transporte retrogrado Retro-2.1 (R2.1) como
modulador de la presencia nuclear de ErbB-2 y la proliferacion en CM. R2.1 es sintetizado como una
mezcla racémica, teniendo sus enantiomeros S ((S) Retro-2.1) y R ((R) Retro-2.1) diferente actividad
biolégica. La capacidad de modular la localizacién nuclear de ErbB-2 sera evaluada por
inmunofluorescencia y microscopia confocal. La proliferacion celular sera evaluada por recuento

celular y, a través, de la determinacién de ATP.
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5. Hipdtesis

De acuerdo con los antecedentes y objetivos previamente mencionados, la hipétesis central del
presente plan es que la determinacion de ErbB-2 nuclear podria ser utilizada como biomarcador de
prondstico en CM. En particular, en los pacientes con CM MErbB-2+, la presencia nuclear de ErbB-2
podria ademas definir la respuesta a las terapias anti-ErbB-2 disponibles en la clinica. En efecto se
postula que aquellos pacientes que no responden a las terapias anti-MErbB-2 (como el Ttzm)
presentan elevados niveles de NErbB-2, los cuales estarian favoreciendo el crecimiento de dichos
tumores, mientras que los pacientes sensibles a las mencionadas terapias presentan bajos o nulos
niveles de NErbB-2. De esta forma, el ErbB-2 nuclear constituiria una herramienta que permitiria la
diferenciacién de pacientes capaces de responder o no a las terapias anti-MErbB-2. Se expone
ademas que la presencia nuclear de ErbB-2 juega un rol fundamental en el crecimiento tumoral y es

el responsable del mal prondstico observado en pacientes con CMTN.

En tumores de mama MErbB-2-positivos, la heregulina (HRGB1) presenta un rol clave en la
localizacion nuclear y funcion del ErbB-2. Se ha reportado la sobreexpresion de HRGB1 en tumores
de mama MErbB-2-positivos resistentes a las terapias actuales como el Ttzm. Por otro lado, en
CMTN se postula que el mecanismo canénico de transporte de ErbB-2 desde el reticulo
endoplasmatico hacia la membrana celular se encuentra alterado, de manera que el ErbB-2 naciente,
posiblemente por transporte retrogrado, migraria y se acumularia en el nucleo celular, resultando esto
en una alta expresion de ErbB-2 en el nucleo y en una baja o nula expresién a nivel de membrana.
En ambos modelos, una vez que el ErbB-2 se encuentra en el compartimento nuclear ejerceria sus
efectos actuando como FT o como co-activador de FTs y asi permitiria la activacién de genes clave
involucrados en la proliferacion y el crecimiento del CM. Entonces, el bloqueo de la localizacion
nuclear de ErbB-2, por ejemplo, utilizando la estrategia de terapia génica que incluye la transfeccion
con una mutante humana de ErbB-2 que posee delecionada su sefial de localizacion nuclear,
hErbB-2-ANLS, (Cordo Russo, 2015; Chervo, 2020), inhibiria la proliferacion de dichas células e
inhibiria el crecimiento in vivo del tumor, resultando ésta una estrategia terapéutica muy prometedora

para el tratamiento del CM.

Recientemente se ha reportado que la inhibicién del transporte retrégrado por tratamiento con
Retro-2, conduciria a la disminuciéon de los niveles nucleares de ErbB-2 y a la inhibicién de la
proliferacion en CMTN, constituyendo ésta una estrategia novedosa para el tratamiento de dichos
tumores (Madera, 2022). Se postula ahora que el derivado ciclico de Retro-2 llamado Retro-2.1, con
sus respectivos enantiomeros (S y R), podrian tener un efecto mas potente de forma que podrian ser

utilizados en dosis mas bajas para el tratamiento de dichos tumores.
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6. Metodologia, técnicas y materiales

El enfoque del presente trabajo sera uno cuantitativo ya que el procedimiento de este sera secuencial
y probatorio para obtener repetitividad en los métodos y asi lograr mayor precision en los resultados.
A su vez, se mediran las variables deseables y se analizaran las mediciones obtenidas utilizando

métodos estadisticos.

Por otro lado, sera un estudio de alcance experimental, porque el desarrollo de este se hara en el
laboratorio, y exploratorio ya que se abordara un tema del cual el abordaje e incursién de éste es

relativamente nuevo.
6.1 Pacientes

Los Comités de Etica de las siguientes instituciones revisaron y aprobaron la coleccién de
especimenes tumorales, la recopilacion de datos clinicos y patoldgicos de los pacientes, asi como el
analisis retrospectivo de biomarcadores en especimenes anonimizados, provenientes de sus
cohortes archivadas:Universidad de La Frontera - Hospital de Temuco (Chile), Hospital de Agudos
“Juan A. Fernandez” (Buenos Aires, Argentina), Hospital Aeronautico Central (Buenos Aires,

Argentina) e Instituto Henry Moore (Buenos Aires, Argentina).

El estudio se condujo de acuerdo con los principios éticos para investigacion médica delineados en la
Declaracion de Helsinki, y se obtuvieron consentimientos informados por escrito de todos los
pacientes previo a su inclusidon en el estudio. El estadio de los pacientes antes del tratamiento fue
clasificado de acuerdo con el sistema del American Joint Committee on Cancer (EE. UU.) (Singletary,

2002). Para la determinacion del grado histolégico se utilizo el sistema de Elston y Ellis (Page, 1995).

Para explorar la presencia de ErbB-2 nuclear postulada con biomarcador, se utilizaron biopsias
embebidas en parafina de pacientes obtenidas a través de los hospitales e institutos mencionados
previamente. Para ello, las distintas instituciones brindaron la informacion recopilada del paciente,
ante la aprobacion de éste, y cooperaron en el andlisis de sus respectivos datos clinicos y

patolégicos.

De esta manera, se seleccionaron 105 muestras de tejido correspondientes a carcinomas mamarios
invasivos HERZ2-positivos, con una mediana de seguimiento de 60 meses. Los criterios
preestablecidos de inclusién para el estudio fueron: mujeres de 20 a 89 afos (vivas o difuntas)

diagnosticadas con CM, en estadios I-lll, tratadas con cirugia, que recibieron Trastuzumab (en
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condiciones de adyuvancia o neoadyuvancia); y/o radioterapia; y/o quimioterapia con antraciclinas,
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taxanos, y/o compuestos derivados del platino; y/u hormonoterapia, siguiendo los protocolos
estandarizados. Todas las pacientes fueron sometidas a terapia dirigida a ErbB-2 donde el 98% de
ellas recibié Ttzm en adyuvancia y el 2% restante en neoadyuvancia. El recorrido de la paciente se
evalud teniendo en cuenta en un determinado tiempo y si la misma tuvo recaida o no, entre otros
factores (Schillaci, 2012).

Una observacién a tener en cuenta es que las pacientes cuyo estado era |V, fueron excluidas del

analisis en cuestion ya que las mismas son metastasicas.

Para llevar a cabo el estudio de asociacion entre la expresion de NErbB-2 y el pronéstico clinico, se
tomaron en cuenta distintos factores. Los principales a considerar fueron la supervivencia libre de
enfermedad (DFS), supervivencia libre de metastasis a distancia (DMFS) y supervivencia libre de
recaida local (LRFS). La DFS se definio como el tiempo desde el diagndstico de CM hasta el primer
registro de recurrencia o muerte, cualquiera haya ocurrido primero. Por otra parte, la DMFS y LRFS
se definieron como el tiempo desde el diagndstico al primer registro de metastasis a distancia o una
recurrencia local, respectivamente. A su vez, la recurrencia local es la definida como la recurrencia
dentro de los limites de la mama ipsilateral y los ganglios linfaticos regionales. Por otra parte, la
recaida a distancia fue definida como recurrencias de CM que ocurren mas alla de los limites de la
mama, la pared toracica o los ganglios linfaticos regionales. Los sitios de recaida a distancia
incluyeron el cerebro (y el sistema nervioso central), higado, pulmén, hueso, peritoneo y ganglios
supraclaviculares. Finalmente, el criterio de valoracion secundario fue la supervivencia global (OS, en

inglés, overall survival).

6.2 Lineas celulares

Se utilizaron lineas celulares de CMTN: MDA-231 (humanas) y las 4T1 (murinas); y de CM
ErbB-2-positivo: JIMT-1 (humanas). Las células MDA-231 fueron obtenidas de la American Type
Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EE. UU.) y se mantuvieron en DMEM/F12 (Corning Inc.,
NY, EE. UU.) suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB) (Suero Biotecnoldgico, Internegocios
S.A., Buenos Aires, Argentina). De la misma manera que las 4T1. Las JIMT-1 fueron obtenidas a
través del Leibniz Institute DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures
(Braunschweig, Alemania) y también se mantuvieron en DMEM/F12 + 10%SFB. Las lineas celulares
MDA-MB-231, JIMT-1 y 4T1 fueron utilizadas para los ensayos de proliferacion celular. Ademas, las
JIMT-1 para ensayos de crecimiento tumoral in vivo y microscopia confocal. En todos los casos se
control6 en forma periddica la contaminacion de los cultivos celulares y se renové su respectivo

medio de cultivo.
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6.3 Reactivos generales

Las sales y solventes organicos utilizados en este trabajo, de calidad pro-andlisis certificada, fueron
comprados a Merck (Millipore Sigma, St. Louis, MO, EE. UU.), Mallinckrodt Pharmaceuticals (St.
Louis, MO, EE. UU.) o Millipore Sigma (St. Louis, MO, EE. UU.). Los enantiémeros S y R purificados
de Retro-2.1 (6-Fluoro-1-methyl-2-(5-(2-methylthiazol-4-yl)thiophen-2-yl)-3-phenyl-2,3-
dihydroquinazolin-4(1H)-one; C23H18FN30S2; R2.1) fueron adquiridos a ChiroBook (Wifen,
Alemania), resuspendidos en DMSO (50 mg/ml) y almacenados a -20°C hasta su uso. La heregulina
B1 (HRGB1) se obtuvo de R&D Systems Inc. (Minneapolis, MN, EE. UU.).

6.4 Ensayos de inmunofluorescencia y microscopia confocal en biopsias

Una vez recibidos los cortes de las biopsias fijadas en formalina y embebidas en parafina de los
pacientes, la recuperacion del antigeno se realiz6 sumergiendo las secciones en acido citrico 10 mM
a pH 6 y calentando en microondas a alta potencia durante 4 min. Luego, se bloquearon con buffer
Hanks modificado (MHB) con 5% albumina durante 30 min y se incubaron durante la noche a 4°C
con los siguientes anticuerpos primarios ErbB-2: C-18, que reconoce la region terminal carboxi (C)
ErbB-2 (C18, Santa Cruz Biotechnologies, sc-284), Posteriormente se incubaron los portaobjetos con
el correspondiente anticuerpo conjugado, AlexaFluor 488. La reduccion del fondo autofluorescente se
realizd mediante incubacion con Sudan Black B 0.1%. Los nucleos se tifieron con DAPI
(4'6-diamidino-2-fenilindol) dado que es un marcador fluorescente que se une fuertemente a regiones
enriquecidas en adenina y timina en secuencias de ADN. Los vidrios fueron analizados por un
sistema de microscopia laser confocal Olympus DSU. Los controles negativos se realizaron con MHB
en lugar de anticuerpos primarios o utilizando un ErbB-2 péptido competitivo. Las expresiones de

ErbB-2, tanto en membrana y nucleo se evaluaron en matrices duplicadas (Schillaci, 2012).
6.4.1 Protocolo detallado de la inmunofluorescencia en tejidos desparafinados

Para llevar a cabo la inmunofluorescencia en cuestion se siguio el siguiente protocolo establecido
(Schillaci, 2012):

1) Desparafinado

Se utilizé un coplin. Se realizaron los siguientes lavados ya que el tejido contiene parafina:
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e 15 minutos con xilol en campana quimica.
e 15 minutos con xilol puro en campana quimica.
e 7 minutos con etanol 100%.
e 7 minutos con etanol 96%.
e 7 minutos con etanol 70%.
e 7 minutos con etanol 50%.

e Enjuague con agua hexa destilada.

2) Recuperacion del antigeno

Se incubd con acido citrico (10 mM) a pH 6 en un recipiente de plastico con canasta para
portaobjetos en el microondas 3 minutos a maxima potencia. Luego, se dejoé un minuto a temperatura
ambiente, se controld el volumen y se agrego agua por pérdida del mismo. A continuacion, se incubd
por un minuto mas en acido citrico (10 mM) a pH 6 en el microondas. Se dej6 enfriar a temperatura

ambiente y se realizaron dos lavados, uno con agua y otro con buffer MHB.

3) Bloqueo
Los vidrios se incubaron con MHB + BSA 5% 30 minutos con agitacion constante y se seco el tejido
con papel absorbente. Posteriormente se marcé un circulo con un lapiz hidréfobo “Dako pen”
alrededor del tejido para que la tincién quede contenida en la zona de interés.

4) Incubacién con anticuerpo primario
Se preparé una cdmara humeda con un recipiente plastico con papel absorbente humedecido con
agua y se colocaron los vidrios toda la noche en la camara con 100 pl de la dilucién 1/100 del
anticuerpo primario (ErbB-2, C18) en buffer MHB.

5) Incubacion con anticuerpo secundario
Pasada la noche, se lavaron los vidrios dos veces con MHB por 10 minutos en un coplin con
agitacion constante. Estos se secaron y se colocaron 100 ul de la dilucién 1/750 del anticuerpo

secundario (anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado con el fluorocromo AlexaFluor 488) en buffer
MHB.
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Luego, se incubo el anticuerpo secundario 1 hora a temperatura ambiente en la oscuridad (sin el
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parafilm) y se lavé con MHB 10 minutos con agitaciéon constante. Por ultimo, se lavdé con MHB + tritdn

0.1% 10 minutos.

6) Bajada de autofluorescencia

Posteriormente se incubd con Sudan Black B 0.1% en etanol 70% y se lavo dos veces con MHB por

10 minutos.

7) Tincién de nacleos y montaje

Por consiguiente, se incubé con DAPI (solucién madre 2 mg/ml, 1/1000 en agua) por 10 minutos a
temperatura ambiente y se colocaron 100 pl de la solucion de DAPI. Para finalizar esta técnica se
lavé con MHB 2 veces, se seco el tejido con papel absorbente, se puso una gota del liquido de

montaje (Vectashield) y se sellé la placa con esmalte.

6.4.2 Reactivos utilizados

Buffer MHB (Modified Hank’s Buffer)

e MgS04.7 H20 0.4012 g.
e KCI0.8g.
e KH2PO40.12g.
e NaCl16g.
e Na2HPO4 0.0956 g.
e GlucosaZ2g.
e NaHCO030.70 g.
e EGTA8 ml de solucion 0.5 M.
e MES 40 ml de la solucién 0.25 M.
e NaN30.10 g.
Acido Citrico: 2.1g en un litro de agua hexa destilada.

Sudan Black B: 0.1 g de Sudan Black B en 100 ml de etanol 70%.
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6.4.3 Puntuacién y analisis de muestras

Una vez que las tinciones fueron analizadas a través de la microscopia confocal, las imagenes fueron
visualizadas utilizando el programa Image J donde de cada muestra se evalué la fluorescencia
correspondiente al canal verde (AF488, en que se marco ErbB-2) y al canal azul (DAPI, nucleos). Se
analizé la tincion de cada canal por separado y también la superposicion de ambos canales para
poder identificar si la marca en verde de ErbB-2 posee superposicidon o no con la marca en azul de
los nucleos. El campo claro da evidencia de la morfologia de la muestra en cuestién. Luego, estas
fueron evaluadas para la expresion de ErbB-2 en el ndcleo por 2 patdlogos, Pablo Guzman y
Agustina Dupont, y la Dra. Rosalia Cordo Russo segun la intensidad de la tincion y el porcentaje de

células que representan esa tincion. En la evaluacién ellos puntuaron lo siguiente (Schillaci, 2012):

0: se observa una tincion/marcacion débil o inexistente en el ntcleo en menos de un 10% de

las células.
e 1+: se observa una tincién débil en el nucleo en un 10-25% de las células.
e 2+: se observa una tincién moderada en el nicleo en un 26-50% de las células.
e 3+: se observa una marcacion intensa/fuerte en el nucleo en mas del 50% de las células.

En en caso de los TMAs los mismos fueron puntuados para la expresion de ErbB-2 en el nucleo y en
membrana por Pablo Guzman. El ErbB-2 de membrana fue puntuado de acuerdo con las guias
establecidas por la American Society of Clinical Oncology/College of American Pathologists
(ASCO/CAP) (Wolff, 2013).

6.5 Modelos preclinicos

Se utilizaron ratones hembra virgenes inmunocomprometidos [N:NIH (S)-Foxnl nu, procedentes del
National Institute of Health (NIH, Estados Unidos)] para los experimentos de xenotransplantes de la
linea celular JIMT-1 siendo estas representativas de CM ErbB-2-positivo resistente a Ttzm. Los
mismos fueron criados en el bioterio de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad de La
Plata, y alojados en el bioterio del IBYME. Estos tenian 5 semanas cuando llegaron de La Plata, y los
experimentos fueron realizados con animales de aproximadamente 2 meses de edad (6-8 semanas).
El transporte y alojamiento se realizé bajo condiciones de asepsia. Todos los estudios se realizaron

de acuerdo con los estandares de cuidado y uso de animales de laboratorio del NIH (Guide for the
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Care and Use of Laboratory Animals, 1996). Todos los ensayos presentados fueron revisados y
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aprobados por La Comision Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(CICUAL).

Para todos los casos se asignaron unidades experimentales a los distintos grupos experimentales de
manera aleatoria empleando un disefio de grupos paralelos. Brevemente, cada animal de un grupo
fue designado para recibir un tratamiento dado empleando una tabla de numeros al azar para

continuar con los ensayos in vivo descritos a continuacion.

6.5.1 Protocolo detallado de los ensayos in vivo

Las células JIMT-1 (3 x 10%tumor) se inocularon por via subcutanea (s.c.) en el flanco en ratones
hembra virgenes NIH (S)-nude. Simultaneamente, los ratones fueron inyectados s.c. con un depot de
5 ug de un pellet de liberacion lenta de heregulina (HRGB1). El pellet fue elaborado encapsulando
una mezcla de HRGp1 liofilizada con seroalbumina bovina (BSA) en un copolimero de acetato de

etileno (“Elvax”) disuelto previamente en diclorometano.

El pellet de HRGB1 se prepar6é segun lo reportado previamente (Cordo Russo, 2015) Brevemente,
una mezcla liofilizada que contenia 100 ug de HRGB1 humana recombinante y 25 mg de albumina de
suero bovino (BSA) como vehiculo, se suspendié en 125 yl de copolimero de acetato de etileno
(Elvax 40W, generosamente donado por Simko, Bs As, Argentina) disueltos previamente en
diclorometano (20% p/v). La mezcla se congel6 instantaneamente en nitrégeno liquido y se secé al
vacio. El sedimento seco de Elvax se comprimié entre pinzas y se corté al peso (1,0 mg = 5 ug
HRGR1). A los ratones se les implantaron pellets por via subcutanea usando un trocar en el costado

del indculo celular. Como control, se preparé un pellet de Elvax con BSA solo.

Una vez que los tumores alcanzaron un volumen medio de 50 mm?, los animales del grupo con pellet
de HRGp1 fueron divididos al azar en dos grupos experimentales y fueron tratados con inyecciones
intratumorales del mutante hErbB-2ANLS o del vector vacio (P EGFPN-1) como control, una vez por
semana durante 5 semanas. Para cada inyeccion, tanto el vector mutante como el vector control
fueron diluidos en DMEM/F12 a una concentracion final de 11 ug de DNA/25 ul medio (0.44 ug/uL) y
se llevaron a un volumen final de 50 pL con el reactivo de transfeccion X-treme GENE HP (Roche)
(Chervo, 2020).

Los tumores de todos los experimentos fueron medidos dos a tres veces por semana con un calibre

vernier. El volumen tumoral (mm?®) fue calculado como (L x A2)/2, donde L=largo (mm) y A=ancho

(mm). La tasa de crecimiento tumoral fue determinada como la pendiente de la curva de crecimiento,
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utilizando el software GraphPad Prism. Cuando los animales fueron sacrificados, se extrajeron los
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tumores y fueron fijados con formalina (PBS + formaldehido 10%) para su posterior analisis

histopatolégico y/o inmunomarcacion (Chervo, 2020; Madera, 2022).

6.6 Ensayos de proliferacién celular

Para llevar a cabo los ensayos de proliferacion celular se repicaron las células dejandolas crecer en
su respectivo medio de cultivo y luego se sembraron en placas de 12 hoyos de fondo plano (P12) a
una densidad de 20.000 - 40.000 células por hoyo (segun la linea celular). Luego de 24h, las mismas
fueron tratadas con el enantiomero R y S del farmaco Retro-2.1 en distintas concentraciones (100
UM, 50 uM y 20 uM) por 48 hs. Para este ensayo se realizaron los controles de células no tratadas y

tratadas con DMSO (vehiculo utilizado para resuspender Retro-2.1) (Madera, 2022).

Luego de las 48 horas de tratamiento, la densidad celular fue evaluada a través de un contador de
células automatizado, Countess™ |II, Thermo Fisher (AMQAX1000). De manera alternativa, la
viabilidad fue evaluada utilizando el kit CellTiter-Glo 2.0 basado en la determinacion de ATP. Este

método evalla el metabolismo celular y constituye una medida indirecta de la proliferacion celular.

6.6.1 Protocolo de proliferaciéon por recuento celular en Countess Il PN AMQAX1000

El siguiente protocolo se utilizo para realizar el recuento de la proliferacion celular con las células 4T1
y JIMT-1 (Madera, 2022):

1) Aspirar el medio, lavar con PBS 1x suavemente y agregar 200 ul de tripsina-EDTA.
2) Incubar de 5 a 10 minutos en estufa a 37 °C.

3) Agregar el doble de volumen que se utilizé con la tripsina de medio con suero y pasar a tubos
eppendorf. Hacer un lavado con aproximadamente 200 ul de PBS 1x para quitar el resto de

las células.
4) Centrifugar 10 minutos a 2000 rpm, sacar el sobrenadante y dejar solo el pellet.
5) Agregar 500 pl de PBS.

6) Centrifugar nuevamente 10 minutos a 2000 rpm y descartar el sobrenadante con pipeta hasta

dejar el pellet solo.

7) Resuspender 200 ul de trypan blue 1x.

31



b4

8) Homogeneizar bien las células, aguardar 30 segundos y poner 10 pl en la camara de conteo.
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6.6.2 Ensayos de inmunofluorescencia en cultivos celulares

Las células JIMT-1 crecidas sobre cubreobjetos sujetas al tratamiento con (S)-Retro-2.1 en dosis de
50 y 100 uM, se fijaron con metanol a -20°C. Se incubaron con anticuerpos especificos para ErbB-2,
y anticuerpos secundarios conjugados a AlexaFluor 546 (rojo, Molecular Probes). Los nucleos se
tineron con DAPI. De esta manera, las células fluorescentes fueron analizadas utilizando la
microscopia confocal. El andlisis cuantitativo de las imagenes de microscopia confocal se realizé con
el programa ImageJ donde se estudio la localizacion del ErbB-2 en el nucleo, y en la totalidad de las

células, segun lo reportado previamente (Cordo Russo, 2015; Chervo, 2020).

6.6.3 Ensayo de viabilidad CellTiter-Glo 2.0

El siguiente protocolo se utilizé para realizar el ensayo de viabilidad CellTiter-Glo 2.0 con las células
MDA-231:

Las condiciones en las que se realiza el ensayo son con poca luz ambiente.

1) Pipetear la cantidad necesaria de CellTiter-Glo, poner en bafio de agua y llevar a 22 °C.
2) Agregar a una P96 de fondo plano 100 pl de medio.

3) Equilibrar la P96 por 30 minutos a temperatura ambiente.

4) Agregar 100 yl de CTG y con ayuda de un shaker orbital, mezclar durante 2 minutos.
5) Con una pipeta multicanal pasar el contenido de la P96 de cultivo a la P96 opaca.

6) Tapar con papel aluminio y dejar reposar 10 minutos.

7) Medir la luminiscencia (RLU) con el luminémetro. (Fig. 8)
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Figura 8. Descripcion general del principio del ensayo CellTiter-Glo 2.0. La monooxigenacién de la luciferina
es catalizada por luciferasa en presencia de Mg 2+, ATP, que aportan las células viables y oxigeno molecular.

(Manual técnico del CellTiter-Glo 2.0, instrucciones para el uso de productos, revisado el 10-18).

6.7 Analisis estadistico

El analisis estadistico del trabajo de investigacion en cuestion se conforma de diversas partes:

Cuando se compararon dos grupos se utilizé la prueba t de Student. Cuando tres o mas grupos se
compararon, se utilizé la prueba de ANOVA de una via, seguida de la prueba de Dunnett, para

determinar la significacion entre grupos.

En los ensayos de crecimiento tumoral in vivo, no se emplearon métodos estadisticos a priori para
predeterminar los tamafios muestrales, pero los mismos estuvieron en linea con aquellos reportados
en trabajos previos (Alonso, 1999; Carnevale, 2007; Cordo Russo, 2015; Peters, 2003; Rivas, 2012).
La comparacion de los volumenes tumorales entre los distintos grupos se llevé a cabo mediante un
analisis de varianza (ANOVA) de dos vias, seguida de una prueba de Tukey. La comparacion de la
media de los volumenes tumorales de los distintos grupos al momento de la necropsia (o antes de
comenzar el tratamiento) se realizé utilizando la prueba t de Student. Las velocidades de crecimiento
se calcularon como las pendientes de las curvas de crecimiento, empleando un analisis de regresion
lineal, y las pendientes fueron comparadas mediante un analisis de varianza, seguido de una prueba

de paralelismo para determinar la significacion estadistica de las diferencias. (Madera, 2022).

Las correlaciones entre variables categoricas se llevaron a cabo mediante una prueba de
Chi-Cuadrado, o una prueba exacta de Fischer cuando el nUmero de observaciones obtenidas para
el andlisis resultaba pequefo. Especificamente, se selecciond la prueba exacta de Fisher cuando el
numero de valores esperados era menor a cinco, ya que usa la distribuciéon hipergeométrica exacta
para calcular el valor p (Upton, 1992). Las probabilidades de sobrevida se calcularon de acuerdo con
el método de Kaplan-Meier, y la significacion estadistica se analizé mediante el log-rank test o prueba

de Breslow-Wilcoxon. El modelo en cuestion se basa en la estimacion de las probabilidades
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condicionales en cada punto temporal cuando tiene lugar un evento y toma el limite del producto de
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esas probabilidades para estimar la tasa de supervivencia en cada punto temporal asi pudiendo
calcular la supervivencia promedio y la supervivencia libre de enfermedad de cada paciente (Madera,
2022).

El analisis estadistico se llevo a cabo utilizando el software GraphPad Prism 5 (GraphPad, La Jolla,
CA, EE. UU.) y SPSS Software (SPSS, Inc., Chicago, IL, EE. UU.). Todas las pruebas de
significacion estadistica fueron de dos colas. Los valores de p<0.05 fueron considerados

estadisticamente significativos (Madera, 2022).
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7. Resultados obtenidos

7.1 La expresion de ErbB-2 nuclear se asocia con mal prondstico en pacientes HER2-positivos

tratados con Trastuzumab

En el presente trabajo se decidid explorar la relevancia clinica de la expresion nuclear de ErbB-2 en
CM HER2/MErbB-2-positivo. Para ello, se cuenta con una cohorte de 105 pacientes con tumores de
mama primarios MErbB-2-positivos en estadio temprano de mujeres de América Latina. Estas
muestras pertenecen al subtipo HER2-positivo, e incluye tanto muestras RH+/HER2+ como
RH-/HER2+, de acuerdo con la clasificacion de subtipos clinicos de CM (St. Gallent, 2017). Los datos
clinico-patolégicos completos de la cohorte evaluada se detallan en la Tabla 2. Todas las pacientes
fueron operadas y tuvieron un régimen de tratamiento que incluyd Ttzm. El 98% de las pacientes
recibieron Ttzm en adyuvancia, y un numero menor de las mismas, 2%, lo recibié en neoadyuvancia
segun los nuevos estandares de tratamiento (St. Gallent, 2017) (Tabla 2). Ademas, el 96.19% de las

pacientes recibieron ademas quimioterapia en adyuvancia (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas clinico-patologicas en pacientes con cancer de mama.

Cohorte total
Caracteristica
N° pacientes %
Numero total de pacientes 105
Edad (afios)
Media 51.29
SD 11.67
Rango 25-81
Duracién del seguimiento (meses)
Mediana 60.1
Rango 6.2-173
Estado menopausico
Premenopausico 50 47.62
Postmenopausico 55 52.38
Tamaio tumoral
TO 7 6.67
T 36 34.29
T2 37 35.24
T3 12 11.43
T4 5 4.76
No documentado 8 7.62
Estado de los ganglios linfaticos
NO 45 42.86
N1 23 21.90
N2 16 15.24
N3 13 12.38
No documentado 8 7.62
Metastasis a distancia al diagnéstico
MO 105 100.00
M1 0 00.00
Estadio clinico
I 22 20.95
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Il 47 44.76

1] 28 26.67

\Y 0 0.00

No documentado * 8 7.62
Grado tumoral (Grado Nottingham)

1 3 2.86

2 41 39.05

3 57 54.29

No documentado 4 3.81
Estado del receptor de estrégeno

Positivo 67 63.81

Negativo 38 36.19

No documentado 0 0.00
Estado del receptor de progesterona

Positivo 57 54.29

Negativo 48 45.71

No documentado 0 0.00
Estado Ki-67%

Alto (214%) 63 60.00

Bajo (<14%) 14 13.33

No documentado 28 26.66
Subtipos clinicos de cancer de mama **

HR+/HER2+ 67 63.81

HR-/HER2+ 38 36.19

No documentado 0 00.00
Operacion

Cirugia conservadora de mama 51 48.57

Mastectomia 45 42.86

No documentado 9 8.57
Terapia endocrina adyuvante

Si 67 63.80

No 37 35.23

No documentado 1 0.95
Quimioterapia adyuvante

Si 101 96.19

No 3 2.86

No documentado 1 0.95
Quimioterapia neo-adyuvante

Si 28 26.67

No 67 63.81

No documentado 10 9.52
Trastuzumab

Si 105 100.00

No 0 0.00

No documentado 0 0.00
Radioterapia

Si 79 75.24

No 15 14.29

No documentado 11 10.48
Eventos durante el seguimiento

No 84 80.00

Si 21 20.00

No documentado 0 0.00
Descripcion de los eventos

Recidiva local mas metastasis a distancia 6 28.57

Solo recidiva local 5 23.81

Solo metastasis 10 47.62

No documentado 0 0.00

* Se hace notar que los 8 pacientes cuyo estadio clinico no se pudo documentar con precisién, no contaban con metastasis al

momento del diagndstico (por lo tanto no eran estadio clinico 1V) y por eso fueron incluidos en el estudio.
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** Subtipos Clinicos de Cancer de mama: HR+/HER2+, receptor de hormona-positiva y HER2-positivo;

HR-/HER2+, receptor de hormona-negativa y HER2-positivo. (Saint Gallen, 2017)

En una primera instancia se realizaron las curvas de Kaplan Meier a la cohorte total de pacientes
para observar, en un lapso de 5 afios, como era la probabilidad de sobrevida libre de enfermedad
(DFS) y global (OS) (Fig. 9).
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CM HER2- positivo
Numero de pacientes 105
Probabilidad de sobrevida libre de enfermedad, % (95%, IC)? 76.07 (65.00-84.06)
Probabilidad de sobrevida global, % (95% IC)® 91.89 (82.66-96.32)

2 Intervalo de confianza de 95%.

Figura 9. Resultado clinico de los pacientes con CM HER2-positivo en la cohorte. A y B) Estimaciones de
Kaplan-Meier sobre la probabilidad de sobrevida libre de enfermedad (DFS) (A) y sobrevida global (OS) (B).
Tabla inferior: Las probabilidades de sobrevida libre de enfermedad (DFS) y sobrevida global (OS) a 5 afios
fueron mostradas como porcentajes incluyendo un intervalo de confianza (IC) del 95%. Los datos crudos junto

con su analisis estadistico se encuentran en el anexo 1.

Este andlisis revel6 que la sobrevida libre de enfermedad de la cohorte después de 5 afios fue de
76.07% (95% IC 65.00-84.06) y la sobrevida global fue de 91.89% (95% IC 82.66-96.32), ambos
comparables con reportes previos (Brouckaert, 2012).

Por otro lado, se diferencié a la poblacion respecto a su estadio clinico (I, 1l y Ill) y el mismo se

sometidé a un analisis estadistico de Kaplan-Meier (Fig. 10). Lo que se puede observar a través de la

figura es que los pacientes que poseen un estadio clinico lll, tienen una probabilidad de sobrevida
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libre de enfermedad menor en comparacién a los pacientes que tienen estadios clinicos menores. Si
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bien el valor P no llega a ser significativo, esta tendencia se puede ver reflejada en la separacion de
las curvas que muestra el grafico. De esta manera se puede corroborar evidencia cientifica anterior
que muestra una correlacion entre el estadio clinico avanzado del paciente y el mal pronéstico del
mismo (Viniegra, 2010).
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Figura 10. Resultado clinico de la cohorte de pacientes en funcién del estadio clinico. Los datos crudos

junto con su analisis estadistico se encuentran en el anexo 2.

Las muestras de las biopsias de CM se tifieron mediante el protocolo previamente validado de IF y
microscopia confocal con el anticuerpo ErbB-2 C-18 (Schillaci, 2012). Si bien este protocolo tiene una
especificidad y sensibilidad para detectar MErbB-2 comparables a los ensayos de
inmunohistoquimica (IHQ) utilizados en la clinica, es importante mencionar que presenta una
sensibilidad significativamente mayor para la deteccion de NErbB-2 en comparacion a los
procedimientos de IHQ (Schillaci, 2012).

Gracias a la colaboracion de los patdlogos, todas las muestras fueron evaluadas segun el protocolo
para evidenciar la expresion del ErbB-2 tanto en el nicleo como en la membrana. La marcacién de
NErbB-2 fue cuantificada segun el grado (“score”) que hemos descripto considerando tanto el
porcentaje de células positivas, asi como también la intensidad de la tinciéon. Un puntaje de 0
representa una tincion tenue o ausencia de tincion en menos del 10% de las células, 1+ corresponde
a una tincién débil en el 10-25%, 2+ moderada tincién en el 26-50% y 3+ tincion fuerte en >50% de
las células (Schillaci, 2012). El ErbB-2 de membrana fue puntuado siguiendo las guias establecidas
por ASCO/CAP (Wolff, 2018).

Una caracteristica de los tumores HER2+ es |la sobreexpresion de ErbB-2 a nivel de la membrana.

Como era de esperar, los resultados obtenidos mostraron una alta expresion de MErbB-2
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presentando la mayoria de los tumores con puntaje 3+. En la figura 11 se muestran ejemplos de las
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tinciones correspondientes a especimenes provenientes de pacientes que sobreexpresan ErbB-2 en

la membrana y que poseen distintas puntuaciones de ErbB-2 nuclear (NErbB-2).

Caso 1 Caso 2 Caso 3 Caso 4
NErbB-2 (0) NErbB-2 (1+) NErbB-2 (2+) NErbB-2 (3+)
o
il
2
Lu . - .
| . . .
<T
=)

Figura 11. Expresion de ErbB-2 nuclear en pacientes con CM HER2-positivos utilizando el anticuerpo
policlonal ErbB-2 C-18. Los niveles de expresién de ErbB-2 nuclear se evaluaron mediante IF y microscopia
confocal. El score utilizado para evaluar la expresién de ErbB-2 nuclear fue previamente reportado por el
laboratorio (Schillaci, 2012). Brevemente, el score tiene en cuenta tanto el porcentaje de células positivas como
la intensidad de la tincién. Un score de 0 representa una tincion tenue o nula en menos del 10% de las células,
el score +1 tincién nuclear débil en el 10-25% de las células, score +2 tincion moderada en el 26-50% de las

células y score +3 tincién fuerte en > 50% de las células. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul).

En los trabajos anteriores del laboratorio, las muestras con puntaje 2+ y 3+ fueron consideradas
positivas para la presencia de NErbB-2 (Schillaci, 2012; Chervo, 2020). Al tomar en cuenta estos
parametros en esta cohorte de pacientes con CM HER2-positivos tratados con Ttzm, no se observé
valor prondstico cuando NErbB-2 fue considerado de la forma mencionada (datos mostrados en
anexo 3A). El analisis de los niveles nucleares de ErbB-2 en lineas celulares de CM sensibles y
resistentes a Ttzm demostré que las lineas resistentes a Ttzm (como JIMT-1 y MDA-453), presentan
elevados niveles de ErbB-2 nuclear (mayores o iguales al 50%), mientras que las lineas sensibles a
Ttzm (BT-474 y SK-BR-3) presentaron menores niveles basales (entre un 10 y 20%) (Cordo Russo,
2015). Teniendo en cuenta estos antecedentes, en este analisis, en el que se enfocd en evaluar el rol
de NErbB-2 en el prondstico y la respuesta al tratamiento con Ttzm, se considerd positivo para la
expresion de NErbB-2 aquellos tumores con un puntaje de 3+ que corresponden a una tincién

nuclear fuerte en mas del 50% de las células tumorales. De esta manera, se hallé6 que 15 muestras
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del total de las analizadas (14.28%) resultaron NErbB-2+. Por el contrario, 90 muestras de una

cohorte de 105 pacientes dieron NErbB-2-negativas, lo que representa un 85.72% del total.

El analisis de Kaplan-Meier revel6 que las pacientes con CM HER2-positivo cuyos tumores expresan
NErbB-2, mostraron una tasa de sobrevida global (OS: overall survival) y de sobrevida libre de
enfermedad (DSF: disease-free survival) significativamente menores en comparacion con las
pacientes cuyos tumores no presentaron NErbB-2 (p=0.0459 y p=0.00043, respectivamente; Fig. 12).
Asi mismo, la tasa de sobrevida libre de metastasis a distancia (DMFS: distant metastasis-free
survival) fue significativamente menor en los pacientes con tumores NErbB-2-positivos en
comparacion con aquellos cuyos tumores carecen de NErbB-2 (p=0.0007) (Fig. 12). Sin embargo, no
se observd una asociacion entre la tasa de sobrevida libre de recaida local (LRFS: local relapse-free
survival) y la expresion de NErbB-2 (p=0.1983) (Fig. 12). Por otra parte, el analisis estadistico
correspondiente al OS y al BCSS arrojaron el mismo resultado, dado que todas las pacientes

incluidas en el estudio fallecieron a raiz de causas relacionadas con el CM.
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Figura 12. La expresion de NErbB-2 se asocia a un mal pronédstico clinico en pacientes con CM
HER2-positivos. Se realizé el analisis de sobrevida de Kaplan-Meier para correlacionar la expresion de
NErbB-2 con la sobrevida libre de enfermedad (DSF: disease-free survival), la sobrevida global (OS: overall
survival), la sobrevida libre de recaida local (LRFS: local relapse free survival), sobrevida libre de metastasis a
distancia (DMFS: distant metastasis-free survival) y la sobrevida libre de recaida por cancer de mama (BCSS) en
pacientes con CM HER2-positivo. Los datos aqui mostrados corresponden al analisis realizado con el software

GraphPad Prism. Los datos crudos junto con su analisis estadistico se encuentran en el anexo 3B.

A su vez, se correlacionaron los resultados obtenidos de localizacion de NErbB-2 en la cohorte de
pacientes con los parametros clinicos, patoldgicos y moleculares (Tabla 3). Sin embargo, no se
observa asociacion entre la expresion de ErbB-2 nuclear y los parametros analizados. En resumen,
estos resultados indican que la expresidon de NErbB-2 esta asociada a un resultado clinico
desfavorable en pacientes con CM HER2-positivo y a una falla en la respuesta al tratamiento con

Ttzm.

Tabla 3. Asociacion entre la expresion de NErbB-2 y caracteristicas clinico-patolégicas en CM
HER2-positivo.

Expresiéon NErbB-2
NErbB-2, n (%)

Positivo Negativo Valor P?
N=15 N=90

Estado menopausico
Premenopausia 427P 46 (51)° 0.098
Postmenopausia 11 (73) 44 (49)

Tamaiio tumoral
<20 mm 7 (47) 36 (44) 1.00
>20 mm 8 (53) 46 (56)

Estado de los ganglios linfaticos
Negativo 6 (40) 39 (48) 0.779
Positivo 9 (60) 43 (52)

Estadio Clinico
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1]
Grado tumoral (Grado de
Nottingham)

Bien a moderadamente bien

diferenciado ¢
Mal diferenciado
Estado RE
Positivo
Negativo
Estado RP
Positivo
Negativo
Estado Ki-67%
Alto (214%)
Bajo (<14%)

10 (67)
5(33)
6 (43)
8 (57)

9 (60)
6 (40)

9 (60)
6 (40)

6 (86)
1(14)
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59 (72) 0.759
23 (28)
38 (44) 1.00
49 (56)
58 (64) 0.776
32 (36)
48 (53) 0.781
42 (47)
57 (81)

1.000
13 (19)

2 Test de Chi-cuadrado.
® Porcentaje total de tumores positivos.
¢ Porcentaje total de tumores negativos.

4Bien a moderadamente diferenciado: grado tumoral 1-2, mal diferenciado: grado tumoral 3.
RE, receptor de estrégeno; RP, receptor de progesterona. Los nimeros en cursiva corresponden a

valores P estadisticamente significativos.

7.2 ; NErbB-2 esta asociado al pronéstico sélo en CM HR+/HER2+ o HR-/HER2+?

Luego se evalud el valor prondstico de NErbB-2 dentro de los 2 subtipos clinicos de tumores
HER2-positivos: HR+/HER2+ y HR-/HER2+. Para ello, la cohorte fue dividida en los mencionados

subtipos,
HR+/HER2+ y 38 al subtipo HR-/HER2+. La incidencia del subtipo HR+/HER2+ y del HR-/HER2+

respecto del total de tumores HER2+ fue comparable con la observacién en otras cohortes de

observandose que 67 pacientes presentaron tumores pertenecientes al

subtipo

mujeres hispanicas (Banegas, 2014) y caucasicas (Howlader, 2014).
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RH+/HER2+ RH-/HER2+
Numero de pacientes 67 38
Probabilidad de sobrevida libre de enfermedad, % 80.46 (66.13-89.20) 68.63 (49.14-81.92)
(95%, IC)?
Probabilidad de sobrevida global, % (95% IC)? 94.27 (83.18-98.13) 83.32 (61.29-93.43)

2 Intervalo de confianza de 95%.

Figura 13. Resultado clinico en pacientes con subtipo de CM RH+/HER2+ y HR-/HER2+. A y B)
Estimaciones de Kaplan-Meier sobre la probabilidad de sobrevida libre de enfermedad (DFS) (A) y sobrevida
global (OS) (B) teniendo en cuenta CM HR+/HER2+ (linea violeta) y HR-/HER2+ (linea verde). Tabla inferior: Las
probabilidades de sobrevida libre de enfermedad (DFS) y sobrevida global (OS) a los 5 afios fueron mostradas
como porcentajes incluyendo un intervalo de confianza (Cl) del 95%. Los datos crudos junto con su analisis

estadistico se encuentran en el anexo 4.

Como es de conocimiento, los pacientes con tumores HR+/HER2+ presentaron un resultado clinico
mas favorable que los pacientes con tumores HR-/HER2+ (Hennings, 2016 & Maxmen, 2012). En
efecto, los pacientes con tumores del subtipo HR+/HER2+ presentaron una sobrevida global de
94.27% con un intervalo de confianza del 95% entre 83.18-98.13 y una sobrevida libre de
enfermedad de 80.46% (95% IC 66.13-89.20) en 60 meses (5 afos) en comparacion con los
pacientes con tumores del subtipo HR-/HER2+ que presentaron una sobrevida global de 83.32%
(95% IC 61.29-93.43) y una sobrevida libre de enfermedad de 68.63% (95% IC 49.14-81.92) ya que
los pacientes con receptores de hormona positivos tienen una mayor posibilidad de tratamientos,
como lo es la terapia endocrina. Las tasas de sobrevida de los pacientes HR+/HER2+ y HR-/HER2+

se encuentran en linea con las reportados previamente (Hennings, 2016).

Al evaluar la relacion entre la presencia de receptores de hormonas en pacientes y la positividad de
NErbB-2 por separado en ambos grupos, en cuanto al DFS, se encontré que la presencia de ErbB-2
nuclear mantiene el valor prondstico en los pacientes HR-/HER2+ y se pierde dentro de los pacientes
con CM HR+/HER2+ (Fig. 14). Esto se puede observar en la Fig. 4, en la cual en el caso de las
pacientes RH-/HER2+ la presencia de NErbB-2 esta asociada a una menor DFS y DMFS (p=0.00005
y p=0.00009, respectivamente), mientras que en las pacientes RH+/HER2+ dicha observacion no es

estadisticamente significativa.

43



Firma:

DFS - RH+/HER2+ DFS - RH-/HER2+
or QL
= =
o ° 100
o o _
° - n=32
e TE 754 . - '
-3 =5
- =3
5% 5% s
3E 2E 7
= 2 - 2
o= e m =
Z % 254 == MNErB-2 positivo 2% 254 — NErbB-2 positivo
= = .
2 P=0.1686 —— NErbB-2 negalive 2 P=0.00005 == NErbB-2 negativo
@ 0 T T T T T | a 0 T T T ! T |
0 25 50 75 100 125 1560 0 25 50 75 100 125 150
Meses Meses
n=58 100
100——'—“—‘-‘-"—"‘—"‘-;.... : : n=32
@ g n=9 @ ﬁ
= 75 <= 754
- 3 T o
=2 B=
= (=] = L=:]
== b0+ == 504 n=é
- = o
e 5 s 3 —
=S 25 —— NEMB-2 positivo g 25 —— NEB-2 positivo
P=0.0787 = NErbE-2 negafivo P=0.1986 == METB-2 negativo
0 T T T 1 0 T T T T T T T T
[i] 25 50 75 100 0 25 D 75 100 125 150 175 200
Meses Meses
DMFS - RH+/HER2+ DMFS - RH-/HER2+
@ LA
= -
5% 100—% 8 £
o R i3
T 754 n=9 22 754
- s L -
= 0 = ®
g = =1
- © 50+ o w50
= .2 -
22 T8
% = 25 —— NErbB-2 positivo == 251 == NEfbB-2 positivo
a = W
.§ £ P=0.5046 =t=  NErhB-2 negalivo E E P=0.00009 == NErbB-2 negativo
o 0 | | | | | | @ 0 . . . . . |
0 25 50 75 100 125 150 0 25 50 75 100 125 150
Meses Meses

Figura 14. La expresion de NErbB-2 se asocia a un mal prondstico clinico en pacientes con CM
HR-/HER2-positivos. Se realizé el analisis de sobrevida de Kaplan-Meier para correlacionar la expresién de
NErbB-2 con la sobrevida libre de enfermedad (DSF: disease-free survival), la sobrevida global (OS: overall
survival) y la sobrevida libre de metastasis a distancia (DMFS: distant metastasis-free survival). Los datos crudos

junto con su analisis estadistico se encuentran en el anexo 5.
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7.3 Analisis de ErbB-2 en el nucleo en una segunda cohorte independiente de cancer de mama
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Se dispone de muestras de una cohorte independiente de pacientes con CM. Estas muestras
pertenecen a tumores de mama primarios invasivos de pacientes con distintos subtipos de CM y
estan dispuestas en TMAs. Hasta el momento se tifieron 5 TMAs conteniendo 555 muestras con la
técnica de tincion por inmunofluorescencia ya descrita (Schillaci, 2012) de las cuales 513 casos
(92.43%) se consideran en este estudio. La diferencia de porcentaje, el 7.57% restante, corresponde
a casos repetidos (25/555, lo que equivale a un 4.50%) o a casos donde en dichos “spots” el tejido no
se encontraba en condiciones o se habian levantado durante la tincién (Casos perdidos, 17/555 que
corresponde a un 3.06%). Se muestran a continuacién imagenes representativas de las tinciones por
inmunofluorescencia correspondientes a distintos puntajes de ErbB-2 en el nucleo evaluados como
se detall6 en la seccion anterior (Pagina 37) (Fig. 15)

Caso 1 Caso 2 Caso 3
MErbB-2 (0) MErbB-2 (+1) MErbB-2 (+2)
NErbB-2 (+3) DAPI NErbB-2 (+1) DAPI NErbB-2 (+2) DAPI
Caso 4 Caso 5 Caso b
MErbB-2 (+2) MErbB-2 (+3) MERE 2 (4 3]
NErbB-2 (+1) DAPI NErbB-2 (+1) DAPI NErbB-2 (0 DAPI

Figura 15. Expresion de ErbB-2 en pacientes de una segunda cohorte independiente de CM. Los niveles
de expresiéon de ErbB-2 se evaluaron mediante IF y microscopia confocal. Los nucleos se tifieron con DAPI

(azul). Se muestran casos representativos con distintos niveles de expresion de NErbB-2 y MErbB-2.

El analisis por microscopia confocal permiti6 observar que del total de los casos estudiados (513),
123 (23.98%) muestras presentaron un puntaje de ErbB-2 nuclear de 0, 189 (36.84%) de 1+, 149
(29.04%) de 2+ y 52 (10.14%) de 3+. Considerando como positivas para ErbB-2 en el nucleo
aquellos casos que presentaron puntaje de 2+ y 3+, se pudo observar que en esta segunda cohorte

un 39.26% (201/512) de los casos fueron positivos para ErbB-2 nuclear, lo cual esta en linea con los
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reportes anteriores del grupo (sobre la poblacién total se observé un 36% de positividad en Schillaci,
2012).

A:I TMA - NErbB-2
6004 555
513
500+
400+
wy
[=]
o 3004
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¢ & F F &
W oF & iy A8 i
& & o \ﬁcf Qﬁo ‘{o
b‘b U]
& &
40 v}
B)
TMA 3 TMA 13 TMA 14 TMA 15 TMA 17 Totales
n %* n %* n %* n %* n %* n %*
NErbB-2,
puntaje 0 26 27.08 34 33.66 22 21.57 30 28.57 11 10.09 123 23.98
NErbB-2,
puntaje 1+ 13 13.54 44 43.56 58 56.86 31 29.52 43 39.45 189 36.84
NErbB-2,
puntaje 2+ 40 41.67 20 19.80 19 18.63 28 26.67 42 38.53 149  29.04
NErbB-2,
puntaje 3+ 17 17.71 3 2.97 3 2.94 16 15.24 13 11.93 52 10.14
Casos
estudiados 96 100 101 100 102 100 105 100 109 100 513 100
Casos
perdidos 13 0 0 4 0 17
Casos
repetidos 2 10 9 2 2 25
Total de
muestras 111 111 111 111 111 555

* El porcentaje de casos con cada una de las puntuaciones fue calculado sobre el total de casos estudiados

Figura 16. Porcentaje de muestras que expresan ErbB-2 en el nucleo. A) Grafico representativo sobre las
muestras que expresan ErbB-2 en el nucleo teniendo en cuenta que un puntaje de O representa una tincion
tenue o ausencia de tincién en menos del 10% de los nucleos de las células, 1+ corresponde a una tincién débil
en el 10-25%, 2+ moderada tincion en el 26-50% y 3+ tincion fuerte en >50% de las mismas. B) Resultados de

los casos estudiados con sus respectivos porcentajes.
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La técnica de inmunofluorescencia utilizada en este estudio para ErbB-2 permite evaluar no

solamente NErbB-2 sino también al ErbB-2 en la membrana, presentando, en este ultimo caso una

sensibilidad similar a la del HercepTest ™ (Dako) utilizado en la clinica (Schillaci, 2012). De esta

manera, se decidid subclasificar a los pacientes en funcién del puntaje en la membrana y en el

nucleo.
A) ™A
1004
mEm MErbB-2 -
804 . MNEMmB-2 +
o
2 60
[y
oy
ar
T 40
S
204
D T T T
MErbB-2 0 MErbB-2 1+ MErbB-2 2+ MErhB-2 3+
B) Expresion MErbB-2
TMA 3 TMA 13 TMA 14 TMA 15 TMA 17 Totales
n % n % n % n % n % n %
MErbB-2 3+/
NErbB-2 - 4 100 1 100 1 100 1 100 1 100 8 100
MErbB-2 3+/
NErbB-2 + 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total MErbB-2 3+ 4 100 1 100 1 100 1 100 1 100 8 100
MErbB-2 2+/
NErbB-2 - 2 40.00 5 100 4 80.00 1 100 5 83.33 17 77.27
MErbB-2 2+/
NErbB-2 + 3 60.00 0 0 1 20.00 0 0 1 16.67 5 22.73
Total MErbB-2 2+ 5 100 5 100 5 100 1 100 6 100 22 100
MErbB-2 1+/
NErbB-2 - 1 33.33 1 16.67 1 100 1 100 11 73.33 15 57.69
MErbB-2 1+/
NErbB-2 + 2 66.67 5 83.33 0 0 0 0 4 26.67 1 42.31
Total MErbB-2 1+ 3 100 6 100 1 100 1 100 15 100 26 100
MErbB-2 0/
NErbB-2 - 32 38.10 71 79.78 21 22.11 59 57.84 39 44.83 222 48.58
MErbB-2 0/
NErbB-2 + 52 61.90 18 20.22 74 77.89 43 42.16 48 55.17 235 51.42
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Total MErbB-20 84 100 89 100 95 100 102 100 87 100 457  89.08
Casos
estudiados 96 101 102 105 109 513

Figura 17. Porcentaje de muestras que expresan ErbB-2 tanto en membrana como en nucleo. A) Grafico
representativo sobre las muestras que expresan ErbB-2 tanto el nicleo como membrana teniendo en cuenta que
un puntaje de O representa una tinciéon tenue o ausencia de tincién en menos del 10% de los nucleos de las
células, 1+ corresponde a una tincion débil en el 10-25%, 2+ moderada tincién en el 26-50% y 3+ tincion fuerte

en >50% de las mismas. B) Resultados de los casos estudiados con sus respectivos porcentajes.

A través de la figura 17 se puede observar que a medida que aumenta la expresion de ErbB-2 en la
membrana, los casos de ErbB-2 nuclear positivos disminuyen. Esta asociacion se puede reflejar en el
analisis de correlacion entre la expresion de NErbB-2 y MErbB-2 la cual es significativa (Tabla 4, valor
p=0.0015). Resulta interesante hacer notar que este es un estudio preliminar y en progreso dado que
se han analizado 5 de los 18 TMAs con los que se cuenta y en los analizados hasta el momento, se
observa un numero muy reducido de casos de MErbB-2 con puntaje 3+ (8/513, 1,55%). Se espera
que, al aumentar el numero de pacientes, las proporciones de pacientes MErbB-2-positivos sean
similares a las observadas en las cohortes de pacientes previamente reportadas (15%

aproximadamente).

Si bien de estos pacientes no se dispone de los datos de expresién de los receptores hormonales y
por lo tanto, no pueden ser clasificados en los distintos subtipos, los MErbB-2 0 y 1+ podrian incluir
pacientes de los subtipos luminal (HR+/HER2-) y triple negativo (HR-/HER2-). Reportes previos del
laboratorio identificaron que el 45.5% de los pacientes HR+/HER2- expresan NErbB-2 (Schillaci,
2012) y que un 38.4% de los pacientes con CMTN expresan NErbB-2 (Chervo, 2020). Por otro lado,
previamente también se identific6 que dentro de los pacientes MErbB-2 positivos (MErbB-2 3+ 6
MErbB-2 2+ con amplificacion génica) el 29% expresa también NErbB-2. Los resultados aqui

observados, si bien son preliminares, parecen estar en linea con los reportes previos.

Tabla 4. Correlacion entre la expresion de MErbB-2 y NErbB-2.

NErbB-2-positivo NErbB-2-negativo Valor P
n % n %
MErbB-2 0 235 51.42 222 48.58
MErbB-2 1+ 1 42.31 15 57.69 0.0015
MErbB-2 2+ 5 22.73 17 77.27
MErbB-2 3+ 0 0.00 8 100.00
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7.4 El bloqueo de la localizacion nuclear de ErbB-2 inhibe el crecimiento tumoral in vivo en un

Firma:

modelo preclinico del CM HER2-positivo resistente a Trastuzumab

La linea celular JIMT-1 es una linea de CM humano ErbB-2-positivo, la cual fue establecida a partir
de células de CM de una paciente que era clinicamente resistente a Ttzm (Tanner, 2004). Esta linea
es un modelo preclinico particularmente interesante dado que presenta varios mecanismos
asociados con la resistencia a Ttzm. En efecto, esta linea presenta una mutacion activante del gen
de PIK3CA y bajos niveles de PTEN, lo cual permite clasificarla, segun criterios previamente
establecidos (Berns, 2007) como una linea con activacion de la via de PI3K (Juntilla, 2009; O’Brien,
2010; Koninki, 2010). En el laboratorio se ha demostrado que las células JIMT-1 expresan
constitutivamente ErbB-2 en el nucleo y que la HRGB1, ligando de los ErbBs, induce un aumento
significativo de los niveles de ErbB-2 nuclear (Cordo Russo, 2015). Asimismo, se ha demostrado
previamente que el bloqueo de la localizacion nuclear de ErbB-2 inhibe la proliferacién en dicha linea
celular (Cordo Russo, 2015).

Las células JIMT-1 son capaces de desarrollar tumores xenografos en ratones nude (Tanner, 2004).
Como se ha reportado previamente, el factor de crecimiento HRGB1 es capaz de inducir la activacion
de ErbB-2, su translocacién nuclear y la proliferacion celular del CM incluyendo a las JIMT-1 (Cordo
Russo, 2015). Para establecer un modelo in vivo de crecimiento tumoral dependiente de HRGB1 de
las células JIMT-1, se implanté un pellet de liberacion lenta de HRGB1 en ratones y simultdneamente
se inocularon las células JIMT-1 (Fig. 18 A). Como control, un grupo de animales fueron implantados

con un pellet de BSA.
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Pellet HRGB1 46.18 +8.33

Figura 18. La HRGp1 induce el crecimiento tumoral in vivo de los tumores inducidos por las JIMT-1. A)
Esquema de establecimiento de Xenotransplantes de JIMT-1. Las células JIMT-1 (3x108 células por tumor) se
inyectaron de forma s.c. en el flanco de ratones hembra virgenes NIH (S)-nude. De forma simultanea, se les
implantd s.c. pellets de HRGB1 (5 Ug cada uno) o de BSA sola en el mismo flanco donde se inyectaron las
células. B) Comparacién de crecimiento tumoral en ratones implantados con pellet de BSA vs pellet de HRGB1.
Curvas de crecimiento tumoral. Los volumenes tumorales fueron calculados como se describié en Materiales y
Métodos. Cada punto representa el volumen tumoral medio + SEM de n=14 (grupo pellet BSA) y n=9 (grupo
pellet HRGB1). C) Tabla de Crecimiento Tumoral. Los volumenes tumorales fueron calculados al dia 12
post-inyeccion de células. Los datos crudos de las mediciones de este experimento junto con su analisis

estadistico se encuentran en el anexo 6.

En concordancia con los hallazgos previos que indican que la HRGB1 activa la translocacion nuclear
de ErbB-2 y la proliferacion celular (Cordo Russo, 2015), la presencia del pellet de HRGB1 indujo un
mayor crecimiento del xenotrasplante de las JIMT-1 en comparacion con el pellet de BSA (Fig. 18 By
C). En efecto, los tumores de JIMT-1 inducidos en presencia del pellet de HRGB1 presentaron una
tasa de crecimiento mayor en comparaciéon con la tasa de crecimiento de los tumores de JIMT-1
inducidos en presencia del pellet de BSA (Fig. 19) que ademas se evidencia a través del analisis de
regresion lineal en donde se puede observar la pendiente de la curva de crecimiento de cada uno de

los tratamientos (Fig. 19).

Regresion lineal - Pendiente de la curva de crecimiento tumoral
50

@ PelletBSA
‘@ PelletHRG
T
£
5
£
|5
5
£ .
15
Dias
204
JIMT-1 xenoinjerto Tasa de crecimiento media (mm®dia) + SEM
Pellet BSA 2.28+0.33
Pellet HRGB1 3.75+0.57*

Figura 19. Tasa de crecimiento de xenoinjertos de JIMT-1. A través del analisis de regresion lineal se puede

observar que los tumores inducidos en presencia del pellet de HRGB1 presentan una pendiente mayor positiva
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con relacion a la pendiente que presentan los tumores inducidos en presencia del pellet de BSA, corroborando
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asi, la accion del pellet de HRGB1 en cuanto al crecimiento tumoral. Las tasas de crecimiento tumoral fueron
determinadas como las pendientes de las curvas de crecimiento. * p= 0.0169 con respecto a JIMT-1 pellet BSA.
Los datos crudos de las mediciones de este experimento junto con su analisis estadistico se encuentran en el

anexo 7.

Posteriormente, se propuso investigar si el bloqueo de la localizacién nuclear de ErbB-2 es capaz de
inhibir el crecimiento tumoral in vivo una vez que los tumores inducidos por la linea JIMT-1 en
presencia de HRGB1 se han establecido. Para bloquear la localizacion nuclear de ErbB-2 se utilizd
una estrategia de terapia génica que consiste en la inyeccion intratumoral con una mutante de ErbB-2
que carece de la sefial de localizacion nuclear (hErbB-2ANLS). Esta mutante hErbB-2ANLS no sélo
es incapaz de migrar al nucleo celular, sino que ademas actia como inhibidor dominante negativo de

la localizacién nuclear del ErbB-2 enddgeno (Cordo Russo, 2015; Chervo, 2020).

Se realizé entonces un segundo experimento en que se establecieron los xenotransplantes de JIMT-1
en presencia de pellets de HRGB1. Al igual que en el experimento anterior, como control se
inyectaron células JIMT-1 en un grupo de ratones portadores de pellets de BSA. En esta oportunidad
se observé una tendencia a un mayor crecimiento de los tumores inducidos con pellet HRGB1 (datos
mostrados en anexo 7 B). Una vez que los tumores con pellet de HRGB1 alcanzaron un tamafio de
50 mm?®, los animales fueron divididos al azar en 2 grupos experimentales, y fueron tratados con
inyecciones intratumorales del mutante hErbB-2ANLS o del vector vacio pEGFP-N1 (como control)

una vez por semana durante 5 semanas (Fig. 20).

HRGB1 + JIMT-1 cells -
X
L
. I . — Vector vacio
PEGFP-N
—_—

R,

Crecimiento tumoral

(50 mm3) Tratamiento con

hErbB-2ANLS

Figura 20. Esquema del disefio experimental. Imagen representativa donde se especifica el modelo utilizado

para el experimento in vivo.

A través de los graficos de la figura 21 A se pone en evidencia la reduccion del volumen de los
tumores en los ratones que se sometieron a tratamiento con el vector hErbB-2ANLS. Esto indica una

menor tasa proliferativa como consecuencia del bloqueo de la expresion nuclear de ErbB-2.
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Notablemente, al dia de la necropsia, el volumen y la tasa de crecimiento de los tumores inyectados
con el hErbB-2ANLS fueron significativamente menores en comparacién a los tumores tratados con
el vector control (Fig. 21 B y C). Finalmente, se observa un 60,94% de inhibicién del crecimiento

tumoral en los tumores tratados con hErbB-2ANLS respecto a su control, el vector vacio (Fig. 21 C).
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C)
JIMT-1 xenoinjerto Media de volumen tumoral Tasa media de % de inhibicion del
(mm?®) *SEM crecimiento (mm®/dia ) * crecimiento
SEM
Pellet HRGB1 + pEGFPN1 590.1 + 107.1 17.02 +2.33 60.94%
Pellet HRGB1 + 230.5 + 63.4* 434 +1.18*

hErbB-2ANLS

Figura 21. Efecto del bloqueo de la localizacion nuclear de ErbB-2 sobre el crecimiento tumoral in vivo. A)
Curva de crecimiento tumoral. Volumen de crecimiento tumoral en ratones inyectados con vector vacio (pellet
HRGB1 pEGFPN1) o con hErbB-2ANLS (pellet HRGB1 + hErbB-2ANLS). Los volimenes tumorales fueron
calculados como se describié en Materiales y Métodos. Cada punto representa el volumen tumoral medio + SEM
de 4 tumores. B) Comparacion de los volumenes medios tumorales al dia de la necropsia (32 dias post
tratamiento). C) Tabla de Crecimiento Tumoral. Los volumenes tumorales fueron calculados al dia 32. Las tasas
de crecimiento tumoral fueron determinadas como las pendientes de las curvas de crecimiento. * p=0.02 y
#p=0.0028 con respecto a JIMT-1 pellet HRGB1+ pEGFPN1. Los datos crudos de las mediciones de este

experimento junto con su analisis estadistico se encuentran en el anexo 8.

A su vez, para corroborar que los efectos inhibitorios del crecimiento tumoral estan asociados a la
capacidad de la mutante hERbB-2ANLS de inhibir la localizaciéon nuclear de ErbB-2, se realizaron
tinciones de inmunofluorescencia para evaluar la expresién de ErbB-2 en cortes en parafina de

tumores extraidos al final del experimento, y posteriormente se estudiaron por inmunofluorescencia y

52



b4

microscopia confocal (Schillaci, 2012). Se observé que los tumores provenientes de animales
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inyectados con el hErbB-2ANLS presentaron menores niveles de ErbB-2 nuclear que aquellos
tumores de animales inyectados con el vector vacio (Fig. 22 A). El analisis cuantitativo de las
imagenes de microscopia confocal indicé que los tumores tratados con hErbB-2ANLS presentaron
una disminucién significativa del porcentaje de NErbB-2 en comparacién con los tumores control (Fig.
22 B).

ErbB-2

Pellet HRGRE1 + pEGFP-N1

Pellet HRGR1 + hErbB-2ANLS | ‘—‘—{

NErbB-2 (%) relativo al total

IN-d493d
+ 1doxH 121124

STINVE
-80434 + LgouH 1818

JIMT-1 xenoinjerto - Invive

P=0.0003

Figura 22. La inyeccion de la mutante hErbB-2ANLS inhibe la localizacién nuclear de ErbB-2 en los
tumores extraidos al final del experimento. A) Expresion de ErbB-2 a través de inmunofluorescencia y
microscopia confocal. Los cortes de los tumores extraidos al final del experimento fueron tefiidos para ErbB-2
utilizando el anticuerpo ErbB-2 C-18 seguido de incubacion con un anticuerpo secundario anti-lgG Alexa Fluor

488 (verde). Los nucleos fueron tefidos con DAPI (azul). Se muestran imagenes representativas de tumores
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correspondientes a cada uno de los grupos en estudio. B) Cuantificacion de la presencia nuclear de ErbB-2. Se
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cuantifico la intensidad de fluorescencia de ErbB-2 nuclear y se representa como porcentaje con relacion al
ErbB-2 total en cada célula (media + DE, n=30 por grupo). Cada punto en el gréafico representa una célula
cuantificada. Los datos crudos de las mediciones de este experimento junto con su anadlisis estadistico se

encuentran en el anexo 9.

Si bien se reconoce que el experimento es de caracter preliminar y debe ser repetido utilizando un
mayor numero de animales, los presentes hallazgos son muy alentadores dado que indican la funcién
clave del ErbB-2 nuclear como conductor principal del crecimiento tumoral en CM HER2-positivo

resistente a Trastuzumab.

7.5 Retro-2.1 inhibe la localizacion nuclear de ErbB-2 en células de CM

En el laboratorio se ha descubierto que el compuesto Retro-2 es capaz de inhibir la localizacion
nuclear de ErbB-2 (Madera, 2022). Dado que se han generado derivados ciclicos de Retro-2 con
mayor potencia (Retro-2.1) para inhibir el transporte retrogrado de toxinas, se decidioé investigar si el
enantidmero S de Retro-2.1 es ademas capaz de modular la localizacién nuclear del ErbB-2 a través
la técnica de inmunofluorescencia y microscopia confocal en la linea celular JIMT-1, modelo de CM

HER2-positivo resistente a Trastuzumab ya mencionado en esta tesis.

Como puede verse en la figura 23, las células JIMT-1 presentan de forma basal elevados niveles de
ErbB-2 nuclear, observandose también, la presencia de ErbB-2 también en la membrana. El
tratamiento con el enantidmero S de Retro-2.1 [(S)-R2.1], disminuye los niveles nucleares de ErbB-2

de manera significativa en las dosis de 50 uM y 100 uM (Fig. 23).
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Figura 23. El enantiémero S de Retro-2.1, inhibe los niveles nucleares en ErbB-2 de las JIMT-1. Las células
JIMT-1 fueron tratadas con (S)-R-2.1 (50 pM y 100 yM) o su vehiculo (DMSQO) por 24hs. ErbB-2 se localizé
mediante IF y microscopia confocal usando el anticuerpo C-18 seguido de incubacidon con un anticuerpo
secundario IgG-Alexa Fluor 546 (rojo). Los nucleos fueron tefiidos con DAPI (azul). Panel inferior: los niveles
nucleares de ErbB-2 se cuantifican como se indica en la figura 22. Los datos crudos de la cuantificacion pueden

observarse en el anexo 10.
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Estos hallazgos demuestran que la inhibicion del transporte retrégrado por tratamiento con el
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enantiomero S de Retro-2.1, inhibe la localizacién de ErbB-2 en células de CM HER2-positivas.

7.6 El bloqueo de la localizacién nuclear de ErbB-2 con Retro-2.1 inhibe la proliferacion celular

en células de cancer de mama

Con el objetivo de comprobar el efecto biolégico que tiene la droga Retro-2.1 sobre lineas celulares
de CM pertenecientes a distintos subtipos, se realizaron los ensayos de proliferacion celular segun lo
descrito previamente (Madera, 2022). Como modelo de CM HER2-positivo, se seleccioné la linea
JIMT-1 ya presentada en este trabajo de tesis. Dado que el ErbB-2 nuclear tiene un rol muy
importante en el crecimiento de CMTN (Chervo, 2020), también se investigaron los efectos de
Retro-2.1 en modelos de CMTN tales como, la linea celular murina 4T-1 y la linea celular humana
MDA-231. En cada una de las lineas se comprobé el efecto de Retro-2.1, tanto el enantiomero S

como R en distintas dosis.

Primero se evaludé este efecto en las células JIMT-1 (Fig. 24). Lo que se pudo observar es que
(S)-Retro-2.1 inhibi6é significativamente la proliferacion en su dosis de 100 uM, mientras que
(R)-Retro-2.1 no presentd efectos inhibitorios (Fig. 24 A). A su vez, el panel B muestra la
comparacion del porcentaje de la proliferacion relativa al vehiculo (DMSO, Fig. 24 B) y en él se puede
observar que, en las dosis ensayadas, (S)-Retro-2.1 tiene un efecto inhibitorio mayor que
(R)-Retro-2.1.
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Figura 24. Efectos de los enantiomeros de Retro-2.1 sobre la proliferacion celular en células JIMT-1. A)
Recuento celular. La proliferacion se ensaya mediante el recuento de células tratadas por 24h con los derivados
ciclicos de R2, (S)-R2.1 y (R)-R2.1, a distintas concentraciones o con su vehiculo (DMSO), como fue indicado

anteriormente. El grafico muestra la media £+ SEM de cada condicion. B) Porcentaje de proliferacion relativa. Los
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datos muestran el porcentaje de proliferacion celular luego del tratamiento con los distintos enantiomeros en
relacion con las células tratadas con vehiculo. En el grafico se muestra la media + SEM de cada condicién. Los
datos crudos de las mediciones de este experimento junto con su analisis estadistico se encuentran en el anexo
11.

El analisis de los efectos de Retro-2.1 en la linea murina de CMTN 4T1 indicé que tanto (S)-R2.1
como (R)-R2.1 presentaron efecto inhibitorio de la proliferacién en sus dosis de 50 uM y 100 uM ya
que, a través de la estadistica, sus efectos son significativos (Figura 25 A). Por otra parte, en el panel
B (Fig. 25 B) si se compara el efecto de (S)-R2.1 respecto del efecto de (R)-R2.1, el enantiédmero S
pareceria ser mas efectivo para inhibir la proliferacion en su dosis de 100 uM ya que en ese punto,

ambas curvas se separan. Sin embargo, estos efectos no resultan significativos.
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Figura 25. Efectos de los enantiomeros de Retro-2.1 sobre la proliferacion celular en células 4T1. A)
Recuento celular. La proliferacion se ensaya mediante el recuento de células tratadas por 24h con los derivados
ciclicos de R2, (S)-R2.1 y (R)-R2.1, a distintas concentraciones, o su vehiculo (DMSO). El grafico muestra la
media +/- SEM de cada condicién. B) Porcentaje de proliferacion relativa. Los datos muestran el porcentaje de
proliferacién celular luego del tratamiento con los distintos enantiomeros en relacion con las células tratadas con
vehiculo. Los datos crudos de las mediciones de este experimento junto con su anadlisis estadistico se

encuentran en el anexo 12.

Asimismo, se evalué la proliferacion celular utlizando el ensayo de viabilidad denominado
CellTiter-Glo (Promega) que se basa en la liberacion de ATP como medida de la viabilidad celular. En

este ensayo, la determinacion de la luminiscencia liberada en cada pocillo indica cuanto ATP liberan
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las células, lo cual es proporcional a la viabilidad de las células y puede ser utilizado como un
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indicador de la proliferacion celular. Esta técnica se empled para evaluar el efecto de (S)-Retro-2.1

sobre la proliferacién celular en la linea humana de CMTN MDA-231.

En este ensayo pudimos observar una disminucion significativa de la luminiscencia en las células
tratadas solo con la dosis 100 uM de (S)-R2.1 respecto de las células tratadas con el vehiculo DMSO
(Fig. 26). Esto quiere decir que, al emitir menos luminiscencia, la proliferacion de las células

sometidas a altas concentraciones del enantiomero S de Retro-2.1 esta siendo inhibida por el mismo.
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Figura 26. Efecto de (S)-Retro-2.1 sobre la viabilidad celular en MDA-231. Otro método para medir la
inhibicion de la proliferacion celular es a través de la liberacion de ATP en distintas dosis. El grafico muestra la
media +/- SEM de cada condicion. Los datos crudos de las mediciones de este experimento junto con su analisis

estadistico se encuentran en el anexo 13.

Este ensayo vuelve a corroborar la efectividad de (S)-Retro-2.1 ante la proliferaciéon de células

tumorales TN.

En resumen, estos ensayos de proliferacion preliminares realizados en lineas de CM
correspondientes a distintos subtipos indican que los derivados ciclicos de Retro-2.1 podrian inhibir la
proliferacion celular y que seria particularmente (S)-R2.1 el que presentaria mayores efectos

inhibitorios de la proliferacion.
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8. Discusion

En el presente trabajo se exploré la funcion nuclear de ErbB-2 asi como su rol en la proliferacién y
respuesta a terapias en CM HER2-positivo y TN. Hallazgos previos del laboratorio, demostraron que
NErbB-2 posee un rol fundamental en el crecimiento del CM resistente a terapias anti-ErbB-2, como
Ttzm, y, ademas, que el bloqueo de la localizaciéon nuclear de ErbB-2 constituira una estrategia
terapéutica novedosa de particular interés para el caso de los tumores resistentes, aunque también
aplicable a CM MErbB-2-positivo sensibles a los agentes anti-ErbB-2 mencionados (Cordo Russo,
2015).

Uno de los resultados mas interesantes fue la deteccidon de la presencia de NErbB-2 en muestras de
CM HER2-positivas provenientes de una cohorte de tumores primarios de distintos hospitales como
el Hospital de la Universidad de la Frontera (Temuco, Chile), Hospital General de Agudos “Juan A.
Fernandez” (Buenos Aires, Argentina), Hospital Aeronautico Central (Buenos Aires, Argentina) y el
Instituto Henry Moore (Buenos Aires, Argentina). Observamos ademas que aquellas pacientes con
CM HER2-positivo cuyos tumores expresan NErbB-2 exhibieron una sobrevida global (OS, overall
survival), una sobrevida libre de enfermedad (DFS: disease free survival) y una sobrevida libre de
metastasis a distancia (DMFS distant metastasis-free survival) significativamente menor que aquellas
pacientes que carecen de NErbB-2, tomando en cuenta Unicamente a aquellas pacientes que

expresaban ErbB-2 con un puntaje de 3+.

Reportes previos identificaron el papel de NErbB-2 como biomarcador de mal prondstico en
pacientes con CM ErbB-2-positivo (Schillaci, 2012), sin embargo, las terapias actuales estan dirigidas
especificamente a la funcion de membrana de ErbB-2. En este trabajo se analizé el rol del NErbB-2
en tumores primarios de las pacientes que fueron tratadas con Ttzm ya que tratamientos como este
son incapaces de bloquear la importacién nuclear de ErbB-2 tanto en modelos sensibles como
resistentes a la accion de dichos agentes (Cordo Russo, 2015). Dado que todas las pacientes de este
estudio fueron tratadas con Trastuzumab, los presentes hallazgos indicarian ademas que NErbB-2
podria ser utilizado en la clinica como un biomarcador de falta/falla en la respuesta al tratamiento con

Trastuzumab.

Por otra parte, antecedentes revelaron que las lineas celulares de CM HER2-positivo resistentes a
Trastuzumab (JIMT-1, MDA-453) presentaron de forma constitutiva una expresion de ErbB-2 en el
nucleo mayor al 50% (Cordo Russo, 2015). En cambio, los modelos sensibles expresaban de manera
constitutiva entre un 15y 20% de ErbB-2 nuclear (Cordo Russo, 2015). De manera consistente con lo
observado en modelos experimentales, los presentes hallazgos en pacientes demostraron que la
presencia nuclear de ErbB-2 posee un rol prondstico y un rol en la respuesta a la terapia cuando los
tumores expresan elevados niveles nucleares de ErbB-2 (puntaje de 3+, lo que es igual a una tincion

fuerte en mas de un 50% de las células tumorales).
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Una limitacién de este trabajo es que la cohorte de pacientes HER2+ tratadas con Trastuzumab es
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de 105 pacientes. Se continuara incluyendo pacientes en el estudio a fin de aumentar el poder
estadistico de estos hallazgos y poder realizar los analisis de Cox Univariados y Multivariados que
permitan evaluar si NErbB-2 podria ser un biomarcador independiente de prondstico y/o respuesta a

Trastuzumab en pacientes con CM HER2+.

De acuerdo con el conocimiento del laboratorio, existen solo unos pocos trabajos que han explorado
la relevancia clinica de la expresion nuclear de la molécula completa de ErbB-2 como un biomarcador
prondstico o de respuesta a la terapia en CM, y dichos estudios corresponden a pacientes de origen
latinoamericano (Schillaci 2012; Cordo Russo 2015; Chervo 2020). Ademas, el estudio que evalud la
relevancia clinica de NErbB-2 con mas pacientes conté con una cohorte de 273 casos (Schillaci
2012). A través de esta tesina, se comenzd a explorar el rol del ErbB-2 tanto en membrana como en
ndcleo en una segunda cohorte independiente de 555 pacientes que se encuentran en TMAs. Estas
muestras, si bien evallan spots conteniendo pequefias porciones de los tumores, exponen algunas
ventajas ya que permiten tefiir una numerosa cantidad de especimenes que serian inmanejables o
llevaria mucho tiempo tefiir de no estar en TMAs y asi, se pueden estudiar una gran cantidad de

pacientes y obtener resultados estadisticos.

De los 555 casos analizados, casi el 40% presentaron NErbB-2, siendo éste un resultado similar al
que se habia observado previamente (Schillaci 2012). Ademas, se encontré una correlacion inversa
entre la expresion de NErbB-2 y de MErbB-2. Es interesante notar que se observé un importante
porcentaje de NErbB-2 en pacientes MErbB-2 1+ y 2+. Hoy en dia, los pacientes MErbB-2 1+ y los 2+

(sin amplificacion por FISH) son considerados pacientes HER2-low.

Los tumores HER2-low constituyen un tipo de tumor que incluye canceres de mama que pueden
expresar o no receptores de hormonas y que varian en prondstico y sensibilidad a los tratamientos
sistémicos. Actualmente, las terapias disponibles dirigidas a HER2 no han demostrado resultados en
los pacientes HER2-low. Por lo tanto, en la clinica, el CM HER2-low es tratado como HER2-negativo.
En general, estos pacientes tienen opciones de tratamiento muy limitadas después de la progresién
durante la terapia primaria y mas comunmente reciben quimioterapia como unico tratamiento (Modi,
2022). Por consiguiente, esta nueva perspectiva serd de mucho interés para futuras investigaciones
asociadas a nivel terapéutico. De esta manera, si bien es necesario completar estos estudios y
evaluar la relevancia clinica que presenta NErbB-2 sobre el pronéstico de las pacientes HER2-low,

estos estudios son muy prometedores y abren camino hacia futuras investigaciones.

Resultados previos del laboratorio demostraron que la transfeccion de las células HER2-positivas,
como lo son las JIMT-1, con la mutante hErbB-2ANLS inhibieron la localizacion nuclear de ErbB-2 y
el crecimiento in vitro de este tipo de CM (Cordo Russo, 2015). Los resultados de esta tesina
profundizan dichos hallazgos y aportan una estrategia terapéutica innovadora basada en un protocolo

de terapia génica con la mutante hErbB-2ANLS. En efecto, se establecieron xenoinjertos utilizando
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las mismas células las cuales fueron tratadas con inyecciones intratumorales del mutante
hErbB-2ANLS o del vector vacio pEGFP-N1. De esta manera, hallazgos previos del laboratorio
(Cordo Russo, 2015) y en conjunto con este experimento, mostraron que el crecimiento in vivo fue
inhibido significativamente por el tratamiento con el hErbB-2ANLS, indicando el rol clave del NErbB-2
como conductor del crecimiento tumoral. Ademas, se pudo poner en evidencia que cuando se inhibié
la accion del ErbB-2 en el nucleo, las células tumorales dejaron de crecer. Dejando en evidencia el rol

clave de la expresion de NErbB-2 para prondstico en la clinica.

Por otra parte, experimentos in vitro como los ensayos de proliferacion celular sostienen los
resultados previos que el laboratorio ha investigado. Se observé previamente que la presencia de
Retro-2 inhibe el transporte retrogrado en lineas que tienen altos niveles de ErbB-2 en el nucleo vy,
consecuentemente, se inhibe el crecimiento tumoral (Madera, 2022). Para terminar de verificar esto,
se puso a prueba un derivado ciclico de Retro-2.1 y se hallé como resultado que (S)-Retro-2.1 tiene

efectos mas potentes sobre la proliferacion tumoral en comparacion a su enantiomero R.

Una versiéon quimicamente modificada del mismo farmaco seria mas eficiente y podria ser utilizado
en menores dosis para el tratamiento de CM. De hecho, es muy interesante la droga en cuestion ya
que, si bien fue disefada para inhibir el transporte retrogrado de las toxinas externas Shiga, podria
utilizarse para otras terapias como en cancer, planteandose entonces el reposicionamiento de
Retro-2.1 como un agente anti-tumoral. De esta forma, esta tesis propone revisar viejas drogas para
que sean aplicadas a nuevos tratamientos ya que se conocen los mecanismos moleculares de
diversos farmacos y la seguridad en el uso de los mismos. A la vez, el uso particular de Retro-2.1
podria ser una alternativa incluso mas econémica en comparacion a la investigaciéon de nuevas

terapias dirigidas a CM.

En resumen, el presente trabajo de tesis contribuye a demostrar la importancia biolégica de la
expresion nuclear de ErbB-2 en CM HER2-positivo, como biomarcador de prondstico y/o de
respuesta al tratamiento con Trastuzumab. Asimismo, los ensayos de crecimiento tumoral in vivo y de
proliferacion in vitro realizados en esta tesis de grado, demuestran claramente que la presencia de
ErbB-2 en el nucleo, es un requisito absoluto para la proliferacion de las células tumorales tanto
ErbB-2+ como TNs. Estrategias terapéuticas tendientes a bloquear la localizacién nuclear de ErbB-2
resultan entonces de gran utilidad para el tratamiento del CM HER2+ resistente a las terapias

actuales como asi también para el tratamiento del CMTN.
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9. Conclusion

9.1 Aportes del presente trabajo al conocimiento cientifico y la practica clinica

Los hallazgos obtenidos hasta el momento indican el rol clave del ErbB-2 nuclear en el CM. En
particular, se demostré que el NErbB-2 esta involucrado en la resistencia a las terapias anti-ErbB-2
utilizadas en CM ErbB-2 positivo. En efecto, la labor del presente periodo identifico al NErbB-2 como
un posible biomarcador de respuesta al tratamiento con Trastuzumab en pacientes con CM
HER2-positivo.

Estudios in vivo permitieron identificar a la localizacion nuclear de ErbB-2 como un potencial blanco
terapéutico en CM HER2-positivo, ya que el bloqueo de la localizacion de la proteina en cuestion
inhibe el crecimiento tumoral. En conjunto, estos resultados desafian el paradigma del disefio de
drogas dirigidas al ErbB-2 en el tratamiento de CM HER2-resistente ya que la misma se trata del

bloqueo del ErbB-2 en el nucleo.

A su vez, experimentos preliminares realizados en este trabajo de investigacion sefialan la
importancia del estudio de la droga Retro-2.1, en particular del enantiémero S, con relacion sobre la
proliferacion celular, ya que el tratamiento con (S)-Retro-2.1, la disminuye. Se mostré6 que Retro-2.1
redujo significativamente la proliferacién celular in vitro en lineas celulares de CMTN y HER2-positivo.
Estos descubrimientos son muy alentadores ya que incitan a plantear el reposicionamiento de

Retro-2.1 como herramienta terapéutica para distintos subtipos de CM.
De esta manera, esta y futuras investigaciones relacionadas al asunto en cuestion, tendran un gran

impacto a nivel socioeconémico, permitiendo que los escasos recursos de salud estén focalizados

hacia terapias dirigidas con respuestas clinicas mas favorables.
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Anexo - Datos crudos y analisis estadistico

Anexo 1. Resultado clinico de los pacientes con CM HER2-positivo en la cohorte.

Se muestra el DFS y el OS de la cohorte completa respectivamente.
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Anexo 2. Resultado clinico de la cohorte de pacientes en funcién del estadio clinico.
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Anexo 3 A. Estudio de la relevancia clinica de ErbB-2 nuclear en CM HER2-positivo (datos no

mostrados).

Este analisis fue realizado considerando que los tumores NErbB-2 positivos, son aquellos que presentan una

puntuacion para NErbB-2 2+ y 3+. Se muestran los graficos correspondientes a la asociacion de NErbB-2 con:
DFS, OS, LRFS, DMFS y BCSS.
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LRFS Cohorte Completa - Analisis realizado con SP5S
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Anexo 3 B. La expresion de NErbB-2 se asocia a un mal pronéstico clinico en pacientes con
CM HER2-positivos.

Este analisis fue realizado considerando que los tumores NErbB-2-positivos, son aquellos que presentan una
puntuacion para NErbB-2 3+. Se muestran los graficos correspondientes a la asociacion de NErbB-2 con: DFS,
OS, LRFS, DMFS y BCSS. Estos graficos corresponden al analisis realizado con SPSS con la finalidad de
confirmar los resultados obtenidos con GraphPad Prism.

DFS Cohorte Completa - Analisis realizado con SPSS
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NErbB-23 es el nombre de la vanable de la expresion de NErbB-2 en donde NErbB-2 positivos fueron aquellos
con un puntaje de 3+.
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0OS Cohorte Completa - Analisis realizado con SPSS
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LRFS Cohorte Completa - Analisis realizado con SP55
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DMFS Cohorte Completa - Analisis realizado con SPSS
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BCS5 Cohorte Completa - Analisis realizado con SPSS
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Anexo 4. Resultado clinico en pacientes con subtipo de CM RH+/HER2+ y HR-/HER2+.

Se muestra el DFS y el OS de la cohorte completa respectivamente.

— PR T FRIRERE DFS - Subtipos de CM
X | Fecerfage | +Evr | Bmor | Perceniage | <Emor | -Emor

0.000 100.000 100000

TE0 | EET T35 =

2400 100000 [ ] 100+ * o

= Wy | 13§ | WTE | = e aran,

e é fasssamsaasns s sEEF

B.500 85,952 147 @0 | 000 0 1 emm __ | " tehaat,  f T TSR

7o =T § E TS5

B0 =T 0

5200 96,952 @O E -

0 % = k-1 .

TE g 3 50 e n=3%
inom | sER 5 erseseaseesrsans
T SEETT e AT | 2
11200 S4517 3 '8
REEE] - 51568 5540 1550 g E 25 == HR+/HER2+

s i e I LI Il At
R Lrart] ERCH =g | 0 .
34100 T T T T T T 1
A0 EIT0E 0 25 50 75 100 125 150
3400 [y E]
44.500 79522 10175 REE-] MEEES
TS0 | =8
16.000 3.5 357 ATI3
e — HAR+/HER2+ | HRJHERZ*
20,500 T35 Il +
gg L] A5 ] Number of rows 105 105
z=n FBE # of blank lines K] 67
=0 FBE — — # rows with impossible data u] 1]
=3 _— N TELES # censored subjects 57 27
Ea L S S T # deathsfevents 10 11
35.100 72442
29.500 |
Er B ) LaLx = Median survival Undefined Undefined
31.600 7933
o ELAEE]
[ 320 | S5HS | eEA | 123
32.500 ]
T EEmm | A =
| ema st Gehan-Breslow-\Wilcoxon test
o =S eI T Chi square 3815
42.400 EBE2S
o s P value 0.0508
e | R — F value summary ns
e e Are the survival curves sig different? | No
[ =m0 | 5RTE THIE T
£7.000 3.8
[ =S40 | EiTE
= TS Log-rank {(Mantel-Cox) test
I E0.000 B0.853 8738 14325 I -
T THER Chi square 3.630
&4.000 H0.423
—m—mmssm EOH eI e df 1
I P value 0.0567
—mﬂm — ﬂ: P value summary ns
TIOO0 | sua Are the survival curves sig different? No
TN | HET
TE.100 ]
&1.200 B0.853
24.000 H0.423
-
28530 0453
[ 3mm | Sl
A | HLET
55,600 B0.853
[ =emm s
o ] L]
55.300 0453
[ HEn | SEY
[ fczom 5T
103.000 62910
) L3k
105,500 B0.853
108,000 E0.453
107.100 0453
i L]
11E.500 62910
Ao (L]
TSN | Sosed
124.300 0453
TEETE L g i)
138400 62810
141,400 B0.853
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OS - Subtipos de CM

Mes2s HRE+HERZ2+ HR-HER2+
® Percenfage] +Emor | -Emor | Percenfagel sEmor | -Efmor
0000 | 100.000 | I ioaooo | I 100+ R =1 4
[ E000 1000000 .
E000 | 100000 100.000 F Tt
5000 100000 &~ 75- Ve
10000 | 100,000 - E
13.000 | 100.000 .go' ..:tttqvoo-oo
14.000 100000 = = :
6000 | 100,000 4 »
17.000 100000 % 's 5|] -
6000 | 100.000 g M
18,000 00000 25 LR R R
22,000 95,333 1.430 9.581 100.000 . b
Tow » Log Rank P=0.231 HR+HER2+
2mm :gﬁ Breslow P=0.380 =ie  HR-HER2+
36000 00 000 l] T T T T T T T 1
TENOD | 96333 00 0T 0 25 K0 75 100 125 150 175 200
20,000 98333 100000
o Meses
31.000 98233
[ 3000 | 9ET W15 ITE | I0AST |
35,000 96267 27T 10197
[ 3E000 | Ge3ET HR+/HERZ+ | HR-IHERZ+
40u000 GE.3ET T T
TR — e Number of rows 105 105
42000 | 04272 3656 | 11088 | ©06.154 # of blank lines 38 67
43000 | 9437 2947 283 200065 | T =
e et Tema  anEes # rows with impossible data 0 0
#6000 &7.058 # censored subjects 63 i3
47.000 S4ITZ
T T oea # deaths/events 4 5
40,000 94 37
51000 | 94072 H -
o1 izr Median survival Undefined Undefined
50,000 9!._2;2 53.32 10101 22 033
r G0000 | 4272 —l
Lo TS0  L T o
62,000 E3.329
64000 | GAETT Gehan-Breslow-Wilcoxon test
GE.000 94 37 =
Sranlaigst sigT  TasE Chi square 0.7385
[ BmOOm | oIt df 1
70L000 E3.329
Ao i P value 0.3901
72000 | @1t P value summary ns
74000 2T = = =
0T atast Are the survival curves sig different? Mo
1000 o123
&4.000 91331
:mm :ﬁ: Log-rank (Mantel-Cox) test
] o] Chi square 1435
22,000 .31 df 1
34,000 91331
95000 | 91t F value 02310
gmm N1 — P value summary ns
o0 iE - Are the survival curves sig different? Mo
102.000 91331 E3.329
103.000 E3.329
104.000 .31 E3.329
105,000 1231
10€.000 .31
107.000 231
10E.000 91331
111.000 E3.329
15000 [=EE g REN ] IEET |
116,000 .41
[ 1200000 2T [=EES]
124.000 .31
[~ 735000 [=XE]
13E.000 .44
41000 o123
173,000 .41
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Anexo 5. La expresion de NErbB-2 se asocia a un mal pronédstico clinico en pacientes con CM

HR-/HER2-positivos.

Andlisis realizado por GraphPad Prism.

DFS - RH+/HER2+

g
|

=
T

B
1

n=58

== MEB-2 posifive
P=0.1686 =d=  MErb8-2 negafivo

Probabilidad de sobrevida libre de
enfermedad (%)
g

0 T T T
0 25 s 75

T
100

T 1
125 150

DFS - RH/HER2+

=== MErbB-2 positivo
== MErbB-2 negative

0 T T T T T 1
i 25 50 75 100 125 150

Probabilidad de sobrevida libre de

Meses Mezes
MErbB-2 positivo | NErB-2 negative NErbB-2 positivo | NErbB-2 negativo
MNumber of rows &7 &7 MNumber of rows 38 a8
# of blank lines 58 [] # of blank lines 32 [
# rows with impossible data |~ 0 0 # rows with impossible data | 0 [i]
# censored subjects 6 51 # censored subjects 1 26
# deaths/events 3 7 # deaths/events 5 [
Median survival Undefined Undefined Median survival 145 Undefined
Log-rank (Mantel-Cox) test Log-rank (Mantel-Cox) test
Chi square 1.896 Chi square 16.32
df 1 df 1
P value 0.1686 P value =0.0001
P value summary ns P value summary il
Are the survival curves sig different?  No Are the survival curves sig different? | Yes

Nota: El analisis fue confirmado con SPSS. En el caso del grupo, DFS - RH-/HER2+, dicho programa arrojé un P

value exacto de 0.00005 que es el que se puso en la figura.
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0S5 - RH/HER2+

08§ - RH+/HER2+
n=53 a
100+ . a 100 n=32
£ £
B 5 754 i T 75
b= B B0
" L =]
& 2o
§ 504 a8 50 n=a8
. 23 | I
g3 €2
2 25-1 —— MWErb8-2 positivo g 254 =ie  MErbB-2 positivo
P=0.0787 == NErbB-2 negative P=0.1986 == MErhB-2 negative
0 T T T 1 ] T i T T T T T )
o 25 a0 Kl 100 1] 25 &D 75 100 125 150 175 200
Meses Meses
MNErbB-2 positiva MNErbB-2 negativa MErbB-2 positiva MNErbB-2 negativa
Number of rows G |87 Number of rows 1] C:]
# of blank lines 58 ] # of blank lines 3z ]
# rows with impossible data 1] o # rows with impossible data i} a
# censored subjects 7 56 # censored subjects 4 20
# deaths/events 2 2 # deaths/events 2 3
Median survival Undefined Undefined Median survival 115.8 Undefined
Log-rank (Mantel-Cox) test
Chi square 3.092 Log-_r.ank {Mantel-Cox) test
df 1 Chi square 1.652
df 1
P value 0.0787
Pval P value 01986
value summary ns P value surmmary ns

Are the survival curves sig different? No

Are the survival curves sig different? MNo
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DMFS - RH+/HER2+
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DMFS - RH/HER2+

3 ]
% _ 100 £ 100 n=32
_ 1 n=58 - 1
e H
] m
2 g 75 g E 754
H
‘E 3 "~ E § 50
L] - -
ga ¥ 8
3% 25+ =i NErbB-2 posifive E 5 25 n=6 == NErbB-2 positivo
3 P=0.5046 ——  NEbS-2 negative 2 z P=0.00009 == NErbB-2 negativo
[ 0 T 1 1 T 1 1 & o T T T T T 1
0 25 50 75 100 125 150 1] 25 50 75 100 125 150
Meses Meses
MEr:B-2 positive = NErkB-2 negativo WErbB-2 positive = NErbB-2 negativo
Number of rows | 87 | 87 Number of rows |38 |38
# of blank lines 53 ] # of blank lines 32 [
# rows with impossible data = 0 0 # rows with impossible data | 0 [1]
# censored sulyects T 52 # censored subjects 1 p<]
# deatha/events 2 [ # deaths/events 5 3
Median survival Undefined Undefined Median survival 28 Undefined
Log-rank (Mantel-Cox) test Log-rank (Mantel-Cox) test
Chi square 0.4452 Chi square 21.01
df 1 df 1
P value 0.5046 P value =0.0001
P value summary ns P value summary il
Are the survival curves sig different? No Are the survival curves sig different? Yes

Nota: El andlisis fue confirmado con SPSS. En el caso del grupo, DMFS - RH-/HER2+, dicho programa arroj6 un

P value exacto de 0.00009 que es el que se puso en la figura.
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Anexo 6. La HRGB1 induce el crecimiento tumoral in vivo de los tumores inducidos por las
JIMT-1.

Tabla de volimenes tumorales (mm?®) correspondientes a los ratones de los distintos grupos segun el dia
post-inyeccion de las células tumorales.

Dias’ el B5A Pellel HRG
X TUAYT | OAYZ | OAYZ | AWS | AYS | AYE | ANT | AYE | AYD | AYID | AYIT | AYIZ [ AYIZ | AYIE | BY1 | BEYZ | BY3 | BYd | BYS | BYE | BT | BYSE | BY® | BYiO

Dlaiz 1z 755 18Iz LTl [ T 5 o5 ez 055 20E 1E3T T 155 Bar [rix] 1545 FEET 5 E oiaE BE A6 e a0

Xenoinjerto JIMT-1

ED_

-8~ Pellet BSA
dé" -# Pellet HRG
g
7 40
g
B
K=l
=

(1]

Compare each cell mean with the other cell mean in that row |

Mumber of families 1

Number of isons per family 1
Alpha 0.05
multiple s test Predicted (LS) mean diff. = 95.00% Cl of diff. | Below 7 Y

Pellet BSA - Pellet HRG

Dia 0 0.000 -14.13 1o 14.13 No ns

Dia & 4172 -18.30 to 9.954 No ns

Dia 9 -6.406 205307721 No ns

Dia 12 -19.86 -33991t0-5.736 Yes b
Unpaired t test

P value 0.0211

P value summary *

Significantly different (P = 0.05)? Yes

One- or two-tailed P value? Two-tailed

t, df 1=2.493, df=21

Nota: Se hace notar que en el grupo de los animales implantados con el pellet HRGB1 e inyectados con las

células tumorales, en el ratén nimero 5, el tumor no prendié bien, razén por la cual fue descartado.
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Y

Comparacién de los volimenes tumorales, de los animales correspondientes de los distintos grupos, al dia 12.

Pellet BSA  Pellet HRG JIMT-1 xenograft, at day 12
17.55 47 .53
1812 19.49
46.41 | 36.83 100-
4292 | 2056 =
29.48 L —~ 80—
! L]
30.59 _ 9145 E -
2488 5929 5 60-
11.62 20.36 E .
23.95 76.21 S A0~ _!_
52.08 | 34.90 5 ole ®lm
! E [ ]
15.37 5 50 U
31.04 = i
15.96 0 . .
847
%,_-:,? Qéb
& &
Q@ Q@
- Pellet BSA  Pellet HRG
Mumber of values 14 9
Minimum 8470 19.49
25% Percentile 15.81 24 96
Median 24 42 36.83
75% Percentile 34 .01 67.75
Maximum 52.08 91.45
Mean 26.32 46.18
Std. Dewviation 13.32 2499
Std. Error of Mean 3.560 8.329
Lower 95% Cl of mean 18.63 26.97
Upper 95% CI of mean = 34.01 65.39
Sum 368.4 4156
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Anexo 7 A. Tasa de crecimiento de xenoinjertos de JIMT-1.

Firma:

e e
x AWU]RYD | AW | AN | AV | ANE | AVT | AWS | AVS | AWID | AW | AWD | AIS | AWM | EW | B¥I | BV | Bwi | BN | BW | Ev | 5w | Ev | B¥i
Dayy 0 1B/032020 o 0.0 0.00 .00 o.o0 .00 o.o0 0.0 0.0 000 0.00 ooag 0.00 oo 0.00 oo 0.00 (=3 0.00 3 0.03 ane 0.03 o0 0.09
ErEey tEm iy wms | ma | me s s BE sm | ww | sw | e | mE | wm | me  ws | G us e | mn ww | Tw | &m i
Ty T S se W | am | mm | ne  wa | ea | owm | Gw | =w | We | ne | e | 7o | ks | wo | ma | me  am | es | =n | Gs | es | G
Ty W s EG  sd oW me  ms  wme  he me  awm  wy R wx | ir  en me | ws  mE s ne  =n  mE | ws | E.
Regresion lineal - Pendiente de la curva de crecimiento tumoral Pellet BSA Pellet HRG
0 Bestii values
Slope 2280 3747
@ Pellet BSA [ Yamtercept TE4T TE523
@ Pellet HRG X-ntercept -0.7206 0174
— 404 1/slope 0.4386 0.2669
E
E Std. Error
-g ™ Slope 03321 0.5721
§ 20 ‘Y-intercept 2682 4621
§ g 95% Confidence Intervals
5 Slope 1.614 to 2.946 258510 4.910
S 0 . . . Y-intercept 3735107021 1004108730
5 10 15 H-intercept -4.160t0 1.326 -3.208102.156
Dias
Goodness of Fit
-20- R squared 04661 05579
Sy.x 11.03 1523
Is slope significantly non-zero?
F 4714 4290
DFn, DFd 1,54 1,34
P value =0.0001 =0.0001
Deviation from zero? Significant Significant
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Analisis estadistico de la comparacion de las pendientes entre los grupos pellet BSA 'y pellet HRGR1.

Regresion lineal - Pendiente de la curva de crecimiento tumoral

60+

B
i

Volumen tumoral (mm®)
[
<

@ Pellet BSA
M- Pellet HRG

0 1
5 10 15
Dias
20
pellet BSA | Pellet HRG

Mean = SEM N Mean = SEM N
2165 | 0325 | 14 | 3747 | 0572 | 9
Table Analyzed | Datas
Column B Pellet HRG
VS, VS.
Column A pellet BSA
Unpaired t test

P value 0.0169

P value summary *

Significantly different (P < 0.05)? Yes

One- or two-tailed P value? Two-tailled

t, df t=2.595, df=21
How big is the difference?

Mean of column A 2.165

Mean of column B 3.747

Difference between means (B - A) £ SEM

1.582 + 0.6097

95% confidence interval

0.3141 to 2.850

R squared (eta squared)

0.2428

F test to compare variances

F. DFn, Dfd 1.994, 8,13
P value 0.2583
P value summary ns
Significantly different (P < 0.05)? No

Data analyzed
Sample size, column A 14
Sample size, column B 9
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Anexo 7 B. La HRGB1 induce el crecimiento tumoral in vivo de los tumores inducidos por las
JIMT-1 (datos no mostrados).

Datos crudos correspondientes al segundo experimento realizado. El grupo pellet BSA presenta un n=5, el grupo

pellet HRGB1 un n=8, dado que en ambos grupos hay dos tumores que no prendieron.

e FETRTHER PERTARTE
T YT Y2 T Y3 Y Y5 [ YE | YT YE Y9 ¥io YUYz Y3 | YA [ Ys Y6 [ Yr [ Ys | YOO YW
Day 022092021 | 0 000 | 000 | Qoo 000 Oo0 000 | QOg 000 | 000 | OO0 | 000 | 0WO 000 | 000 | 000 | QOf | 4og
Day 7 2020t T AT ToAY o ELc) TG ey oo oo T6.38 pa gl EL TZT ot LR 1) v puiniey o
T3y T T Tox TOU D BE5  TTOE T 03 T D N0 T TTAZ T 099 1903 T T3EE T EOE T 1655 T IO | IO |
Tay v L B - 151 R - R B R £ -y 511§ iR TEs 450 T TZ05 T TENT 196 TE TEE | OOO | WD
Day & T TZES 4722 L0 7R3 ITES | A0TE Juniing UO00 7077 | 3793 | 5899 | 3626 3363 | TLIT | 3639 oo |
O & 50T AT rury iy ITES JIE ey TB0 wET ELET B3 AEET TE.3E TEST [ R:x] priniy raeey
JIMT-1 xenograft
- Benef BEA
<& Pelet HRG
E 60
£ P
g =5
.E o _%4?(
o L T T T T T
F LSS
& 8T
¢
P d"\ (,-\ &
Days
Compare each cell mean with the other cell mean in that row.
Number of families 1
Number of comparisons per family [}
Alpha 005
Bonfermoni's muffiple comparisons test ean Diff. i gnificant? ummary
| Pellet BSA - Pellet HRG
" Day 0 220972021 oo -2 73102223 No ns
" Day 7 20/0972021 1874 2035024171 No ns
" Day 9 0171072021 5538 -6 7002777 No ns
Day 12 0410720271 1176 -Z106 0 2347 No ns
" Day 14 0602021 -B.899 311301333 | No ns
Dia 16 0812021 -TZ6B9 -34.92109.547 NO ns
est defails Mean 1 Mean 2 lean Diff. SE of diff. NT NZ T DF
| Pellet BSA - Pellet HRG
" Day 0 22/09/2021 0.0 [\l [] 8173 5 [:] 0.0 66
" Day 7 20/0972021 7940 G066 1874 8173 ] i 022592 65
| Day 9 01072021 1409 8553 5538 8173 L] 8 0EB775 66
Jay 12 041102021 16547 1430 1176 8173 L] 8 01438 66
| Day 14 06102021 2786 I6TE -B.B09 3173 5 B 1089 65
Dia 16 081072027 3629 4808 -TZ69 173 b 4 1552 65
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Comparacion de los volimenes tumorales, de los animales correspondientes de los distintos grupos, al dia 16.

Firma:

BSA ARG JIMT-1 xenograft, at day 16
1503 360 100-
5887 8487
000 3464 o 80- -
36.07 6034 &
3185 4867 2 60 . -
3965 7638 5
000 1851 S 40-
6483 S
| 0ao 2 204
- nonn *
0 . =
& %Q_G
BSA HEG
Number of values 5 '8
Minimum 1503 | 3.600
Z25% Percentile 2344 2254
Median 3607 5451
5% Percentile 4926 7349
Maximum 2887 8487
Mean 3629 4898
5id. Deviation Ta./6 | 2832
Sid. Error of Mean 7046 @ 10.071
Lower 95% Cl of mean | 16./3 @ 25.31
Upper 95% Clof mean 5586 7265
Sum 1815 1 3918
Unpalred ttest
P value 03833
P value summary ns
Significantly different? (P <0.05) | No
One- or two-talled P value? Iwo-talled
t df t=0.9081 df=11
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Comparacion de las pendientes entre los grupos pellet BSA'y pellet HRGR1.

Linear Regression. Slope is growth rate

80+

-#- Pellet BSA
@ Pellet HRG

Tumor volume (mm?)

Best-fit values

Fellet BSA

Fellet HR

Slope 2154 203715 28900 +x04914
Yintarceptwhenx =00 B4 085 3£ 5408
X-ntercept when Y=0.0 1.601 3.098

T/slope 04643 03437

Yo% Lontndence Intervals

Slope 1.393 10 2915 T919 10 3.689Y
Y-intercept when X=0.0 -12.2510 4 489 -198010 1.878
X-Intercept when Y=0.0 -3.062 to 4 4227 -0.8252 10 5400
Goodness of Fit

R square 0.5456 0.4324

Sy.x 10.66 1r.8r

Is slope significantly non-zero?

F 33.62 35.04

DEn, DRd 1.000, 26.00 1.000, 46.00

P value = 0.0001 = 0.0001
Dewviation from zero? Significant Significant
Data

Number of X values o] [§]

Maximum number of Y replicates ] 8

Total number of values 30 48

Number of missing values 30 12

Equation

Y =2104"X-3.87Y

Y =2909"X-9.013
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Anexo 8. Efecto del bloqueo de la localizaciéon nuclear de ErbB-2 sobre el crecimiento tumoral

in vivo.
peENet ARG pEGFPHT peliet ARG REMBE-Z0MCS
1 Y2 R ] Y4 T Y2 Y3 4
Day O First inj 08-10-2021 | 0 8450 6030 4870 | 360 | 7640  ©B480 3480 1850
TZTOT2021 4 978 | B174 10009 407 | 95EE | 7BS4 | 1891 .38
T2 2da inj T Sa.47 9583 0 1313 1340 BE.60 To.50 513 9.40
TETOF202T TT 16287 | TI0B0 | W250 | 7317 5843 10837 | 2111  B598
ZHTW2T 3ra in) T4 | 280073 15T2F | 20787 640 | 14548 | TI06 HIE TOq
i1 Delv g | 18 | 36347 | 15873 | 1703 6273 | JB3e0 | 177.18 A0 | 124.02
T 2WTOTT Aty IT | 55745 | 22824 | 25407 | 99EF | I7TBE | TB97 | 1295 5945 |
TITT7202T 24 76190 | 33067 | 23978 | 17236 9632 | T44SE | 3277 12729
OFTII202T 76 | 69550 | 35309 | 25275 | 25481 767T | 10032 | T3 | 15702
T2 S n] 79 | U69Ed | 46352 | 29299 40806 | 13695 | 12687 | 4429 18509
TGITTI202T 37 B6944 | 62480 36546 | SOOB3 | 36987 | 25476 | 6235 23559
JIMT-1 xenotransplante
_ ~#- Pellet HRGb1 + pEGFPN1
E Peliet HRGb1 + hErbB-2DNLS
E )
= MNecropsia
g
E
2
5
E
3
=
1
40
Dias post tratamiento
Table Analyzed P wvalue
1000+ P=0.02
Column B Pellet HRG hErbBE-ZDNLS) .
WS WE. g 800
Column A Pellet HRG pEGFPRT | E
[
=]
Unpaired t test E
[ Pvalue 00277 2
Pvalue summany * g
I Signinicantly different? (P <005 Ves =
ar i 1= Two-talled ]
T, df =2 889 df=6 o
el
59%*
oW big i the 7 2
Mean + SEM of columin A 58011071 N=4 -{@?
| Miean £ SEM of column B 23056344 NS QQ-&

| Difference between means SO EETHAS
§5% confidence interval -664 2 to -55.01
R square 05817

| Fiestio compare vanances
F,OFn, Dfd 2851,3,3

| Pvalue 04125

| P value summany ns

| Significantly different? [P = 0.05) Mo

32 dias post tratamiento
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Multiple t test

Firma:

Compare each cell mean with the other cell mean in that row.

| Wumber of famses. T

Wumber of per family T
—Alpha 005
| Bonferoni's multiple comparizons fesf MeanDiff. | @5% Clofdif. | Signfficant? | Summary
" pelet HRG pEGFENT - peliet HRG RErBB-20NLS

st inj O8- T [ER:CL) 21800 2202 No ns

12021 1555 -203 010 2350 Mo ns
" 1502021 Zda in] FETE -EZ7i 2562 | Mo ns
| 1EozzT e i | -TB8 T 2727 Ho ns
| 22M0IZT Iram) Az -135.07%0 2038 Mo ns
2Enm2021 FETO 1827 1o 256.1 No ns
| 29710027 3tain] Tew -T025 10 3363 Mo ns
- OATEEA fri} EH 40 o 4054 s o
| OFTZ027 2070 7750 57104 Tes
" EMIIIT SEing BEEE 16550 6047 Tes
| OeTTZ0zT i) 1202 5790 Tes

Test details Wean 1 Wean 2 Wean D SE of giff. HT NZ T OF

pelet HRG pEGFPNT - peliet HRG RErbB-2DNLS

irst inj 08- T 4u3E A3 EE TCE000 Frog £ L (AR 33

" 1FAOE [ BT 15.55 7208 4 1 02158 33
| 1ATT02027 2dainj BEX A5 48 /T TIOE £ L TET0T 33

TTTII2021 1223 BEET 5331 7208 £l % 7386 33
| 2IMO2T Ira ) e ETTE - L2 3 Frog £ £ hATA] 33
| 2EnrzoT TEEW 1522 I/IT ra.og £ £ e 3
2G0T dainj e N §[i1:00] N3] TLO6 4 4 182 33
LR e To0Z ey ra.og £ £ I8 3
LR JEOD I0E 2970 Frog £ £ A Fad 33
ST Faing aleE 1233 353 ra.og £ £ .34 a3
| OErTzzT 5801 2305 I50E Frog £ £ 4007 33
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Regresion lineal - Pendiente de la curva de crecimiento tumoral

1000+

800+

600

400+

200+

Volumen tumoral (mm®)

Y = s

10

20 30
Dias post tratamiento
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Y

pellet HRGb 1+ pEGFPN1
pellet HRGb1 + hErbB-2DNLS

Best-fit values

pellet HRG peEGFPNT | pellet HRG hErbB-2DNLS

Slope 17.02 2327 4342 + 1180
Y=interceptwhen>=68 =28-90+4-51 - H+=23886
X-intercept when Y=0.0 1.698 -f.B635

1/slope 005877 02303

95% Confidence Intervals

Slope 123210 21./M1 1895810 6.725

Y-intercept when X=0.0

-120.810 6297

-134510 7975

X-Intercept when Y=0.0 -4.900 to 5.502 -38.47 10 2117
Goodness of Fit

R square 0.5601 0.2437

Sy.X 154.0 76.14

Is slope significantly non-zero?

F 5348 1353

DFn, DFd 1.000, 42.00 1.000, 42.00
F value = 0.0001 0.0007
Deviation from zero? Significant Significant
Data

Number of X values k! k!

Maximum number of Y replicates 4 4

lotal number of values 44 44

Number of missing values 0 0

Equation

Y ="17.02"X-28.90

Y =4342"X +33.15
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Regresion lineal - Pendiente de la curva de crecimiento tumoral

1000-
pellet HRGb1+ pEGFPN1
e 800+ pellet HRGb1 + hErbB-2DNLS
E
= 600+
[
<]
£ 400
=
® 200+
E
2 . A
S of .
30 40
-200- Dias post tratamiento
pellet HRG pEGFPNT pellet HRG hErbB-ZUNLS
Mean | SEM | N | Mean | SEM | N
17702 7 233 4 434 118 4
Table Analyzed | Data 13
Column B pellet HRG hErbB-ZDNLS
V5. V5.
Column A pellet HRG pEGFPN1
Unpaired t test
P value 0.0028
P value summary .
Significantly different? (P <0.05) | Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=4 855 df=6
How big is the difference?
Mean * SEM of column A 1702+ 2330 N=4
Mean + SEM of column B 4340 + 1.780 N=4
Difference befween means 1268+ 2612
95% confidence interval -19.07 to -6.289
R square 07971
F test to compare varnances
F.DFn, Did 3.899, 3,3
P value 0.2932
P value summary ns
Significantly different? (F <0.05) | No
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Anexo 9. La inyeccion de la mutante hErbB-2ANLS inhibe la localizacion nuclear de ErbB-2 en

los tumores extraidos al final del experimento.

En la tabla de la izquierda se muestran los valores de cuantificacion del % NErbB-2 en las células
correspondientes a los cortes de los tumores extraidos al final del experimento, de cada uno de los grupos,

segun se indica.

Pellet HRGET + hErbB-ZDNLE Fellet HRGET + pEGFF-NT
65.962900 73.023060 JIMT-1 xenginjerto - Invive
28114350 | 48891090
44399310 63.699760 .
39.997420 _ 56.956610 Pellet HRGE1 + pEGFPN1 ] & ,-: LI
41991110 73211620 L .
66.378110 | 61.962320 = 0.0003
68.870900 | 35.375080
51068740 | 47740490 Peliet HRGE1 + hEE-20NLS = .
45558010 | 56.096330 "
37537600 | 38.030470 . . ' : ;
30203830 | 47426730 R L
30350400 39595500 NErbB-2 (%] relativo al total
35165080 | 57135060
37487600 51410030
34.406590 | 51.394630 Unpaired T test
60.052860 | 54.039020 F value 0.0003
55811280 | 59264660 P value summary b
56502070 | 42 266110 | Significantly different? (P < 0.05] Yes
FI168110 75715810 One- or two-tailed P value? Two-tailed
36130270 | 69430500 farf 1=3.846 dr=58
0035514 80.947780
52970810 | 59.535480
55960620 | 71141670
72600910 | £8.906330
53.040280 | 85.494650
50.946610 | 58301120
41157780 53.129550
24918490 | 39.369770
24 640840 | 44900750
18410830 69.658490

Pellet HRGET + hErbB-ZDNLS | Pellet HRGRET + pEGFP-NT]

Number of values 130 130

Minimum 0.03551 3538

Z29% Percentile 30372 47 66

Median 4157 a7 05

5% Percentile 0585 6Y 49

Maximum 260 8549

Mean 4282 5780

Sid. Deviation 16.70 13.27

Sid. Error of Mean 3.048 24724

Lower 95% CI of mean @ 36.59 o284

Upper Yo% Cl of mean | 49.Ub bl o

Sum 1285 1734
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Anexo 10. El enantidmero S de Retro-2.1, inhibe los niveles nucleares en ErbB-2 de las JIMT-1.

En la tabla de la izquierda se muestran los valores de cuantificacion del % NErbB-2 en las células JIMT-1,

tratadas segun se indica.

JIMT-1
DOMSO SFRZT-50nWM | (SFRZT-T00nM | P<0.001
4573 | 3539 4012 B0 ‘ o001
7030 4810 4438
6080 | 3245 5512 80
50,91 57.03 53.58 o
7252 4014 30.893 E 40
4513 3525 35.44 2
50,79 4386 | 40.81 20|
5428 5161 | 3998
5320 5141 3162 o
5206 | 4216 4069 F F
| 4490 | 25.85 d’é) 15-@ ,\."@
46.80 v
@? @‘3'
Tratamiento
Number of families 1
Number of compansons per family = 2
Alpha 005
Dunnett's multiple compansons test’ Mean Diff. | 95% Cl of diff. | Significant? | Summary
DMSO wvs. (5}R 2.1 -50 miM 157 303502017 Yes e
I DMSO vs_ (SFR2.1T-100 niA 1580 f 087 to 2457 Yes b
Test defails Mean 1 Mean 2 Mean Diff. | SEofdiff. nT nZ | q DF
| DMSO vs. (SR 2.1 -50 niM 5b.66 4409 11.57 3678 10 712 | 37146 0 30
DMS0 vs. (SR 2.1 - 100 iV 0b.66 38.87 15.80 3.753 10 711 | 4209 30
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Anexo 11. Efectos de los enantiomeros de Retro-2.1 sobre la proliferacion celular en células

JIMT-1.
JIMT-1 - Retro 2.1 enantiomero S & R
4.0 108
E 30 10+
B
=
8 20 104
g
§ 10 10+
'
0-
S EE e e
FFFT T &S
$° & & @
Dosis
Mumber of famifies 1
| Number of comparisons per famiy T
" Alpha 0os
unn & COMpansons Significanty Summary
| DMSCws. WNOT | 362500 -T0892T fo 023037 o ns
| DMST ws. 20 pRi{s) TEEEET 87T 7830F0 | No s
[ DMSO vs. 50 pM (S} 7HI33T ~323070 fo BABTIT Ho 3
[ DMSTD vs. 100 G [S] DE33I3 58930 o 1570+ 006 Yes w
T OMST Vs, 20 i (R] 4EEEET T 3es 006 1o 130737 Ho s
i . - CEGT) 1 453e+006 fo -240283 Tes ™
OMST Ve, TO0 EM TRY 2OHEET 300737 T D000 No s
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Concentracion (Pi) EHFRZT HFRZT
| Mean | SEM N Mean | SEM N
1] | 0.0 | 1000 | 46 4 71000 46 4
20 200 U238 EW 31179 o 3
BN 500 B9 29 3 1376 a5 3
100 UM 1000 (iRt 33 3 B8.6 b5 3
% proliferacion relativa
150
I & (S}FR 21
125+ » (R}R21
2 g 00+ * o T~ )
8% +
§3 75+ — »
o -§ B ]
&> 50-
g W
25—
0 T T T T 1
i] 25 50 75 100 125

Concentracion (pM)

Firma:

‘Compare each cell mean with the ofmer call mean In that o

>0.599y

|20 IR -AEETIO-3SEY YeE TOTEE
L 4350 B OT -Z1.99] Ye& ToooT
| ToOpM -Z5Tm A7 ITIO 4189 Yes TOTsy

101



Firma:

Anexo 12. Efectos de los enantiomeros de Retro 2.1 sobre la proliferacion celular en células
4T1.

4T1 - Retro 2.1 enantidbmero S & R

e

2.0 105
._E_ 1.5" 105
i
&
‘g 1.0" 105
§
§ 5.0° 1054
i
i
A
@-0
MNumber of families 1
Mumber of comparisons per famity | 7
| Alpha 0os
i il COMpAnSons ean Dt 95% CIof diff. Significart? | Summary
| DMST v NOT -323333 544076 To -2591 Yes *
| DMSO vs. 20 M (S} 173323 -147409 fo 494076 No ns
[ DMSO Ve S0 (S) SEESO0 207899 to 925107 Y& bl
DWSO vs. 100 ph S T190e+006  BE925B 1o 1511e+006  Yes i
| DWST vs. 20 pi (R 73333 ~354076 fo 247409 No ns
| OWSO vs S0P (R) 44333 223597 to 865076 TES -
| OWISO Vs, T00 pM (R) 965333 544597 to 1Z86e+006 | Yes il
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Concentracion (pM) (SR 21 (R}RZ1
| Mean | SEM | N | Mean | SEM | N
0 0 100,00 710 3 10000 1 710 3
20 pM 20 87.30 6.80 S | 10540 720 ]
o0 pM 20 28.60 950 P 60.30 6.00 ]
100 pM 100 13.10 1.30 3 4030 Yoo 3
% proliferacion relativa
125
B & (S)-R21
g 1004 = (R}R2.1
52| RO
BT 75- SN
53 N\;__
EE 50— _“&R'- .
gi M“‘a —u
2 ~ +
o 25— .
.
®
0 T T T T
0 25 50 75 100
Concentracion (pM)

‘Compare each cell mean with the offier cell mean In that row.

EFRET - (R

a oo SITAlE ITE0 | MG nE =>[9999
T 80 FEOIOT95 | Mo (3 T30ET
Y 1700 3ZEYITIAT D ns fik=r 1
oo o 2720 S U OESSS  HE ne oSS
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Anexo 13. Efecto de (S)-Retro-2.1 sobre la viabilidad celular en MDA-231.

MDA- 231
1.5 107 P<=0.05
P=0.01
§ 1.0° 107+ ==
k=
- & _]
§ 5.0 10
o T
&
S & W &
& & P
Dosis
Mumber of families 1
Number of compansons per family ¥
Alpha 0.05
n (" COmparnsons n A 95% CTof diff. Significant? Summany
| DS ws. NOT -Z24TTe+006 -4 606e+006 o -2T6423 es *

DMS0 ws. TOO iV (5] 27 00e+006 ET4717T8 to 4_r85e+006 es -
DMS0 ws. 50 M (5] 369939 -1.631e+00E to 2. 374e+006 Mo ns
DMS0ivs. 20 niM (5] 223437 -T.M17e+006 to 2. 163e+006 Mo ns
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Firma del tutor:

Aclaracion: Dra. Rosalia Cordo Russo
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