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Legajo N°:

1. DATOS PERSONALES
APELLIDO: ISLA LARRAIN
NOMBRES: MARINA TERESITA
Direccion Particular: Calle: Ne:
Localidad: TOLOSA CP: 1900 Tel:
Direccion electronica (donde desea recibir informacion): marinaislalarrain@hotmail.com
2. TEMA DE INVESTIGACION
ESTUDIO DE MOLECULAS INVOLUCRADAS EN MECANISMOS DE EVASION TUMORAL
EN CANCER DE MAMA
3. DATOS RELATIVOS A INGRESO Y PROMOCIONES EN LA CARRERA
INGRESO: Categoria: ASISTENTE Fecha: 2/1/2007
ACTUAL: Categoria: ASISTENTE desde fecha: 2/1/2007
4. INSTITUCION DONDE DESARROLLA LA TAREA
Universidad y/o Centro: CENTRO DE INVESTIGACIONES INMUNOLOGICAS
BASICAS Y APLICADAS (CINIBA), UNLP
Facultad: FAC. DE CS. MEDICAS. UNLP

Departamento:

Cétedra:

Otros:

Direccion: Calle: 60y 120 N°: ----

Localidad: La Plata CP: 1900 Tel: 4236711 int 342

Cargo que ocupa:
5. DIRECTOR DE TRABAJOS. (En el caso que corresponda)
Apellido y Nombres: SEGAL-EIRAS, AMADA
Direccion Particular: Calle: Ne:
Localidad: La Plata CP: 1900 Tel:

Direccion electrénica: segal.eiras@gmail.com

"Art. 11; Inc. “e” ; Ley 9688 (Carrera del Investigador Cientifico y Tecnoldgico).
2 El informe debera referenciar a afios calendarios completos. Ej.: en el afo 2008 debera informar
sobre la actividad del periodo 1°-01-2006 al 31-12-2007, para las presentaciones bianuales.
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Firma del Director (si corresponde) Firma del Investigador

6. EXPOSICION SINTETICA DE LA LABOR DESARROLLADA EN EL PERIODO.

Debe exponerse, en no mas de una pagina, la orientaciéon impuesta a los trabajos,
técnicas y métodos empleados, principales resultados obtenidos y dificultades
encontradas en el plano cientifico y material. Si corresponde, explicite la importancia de
sus trabajos con relacion a los intereses de la Provincia.

El estudio de los mecanismos involucrados en el desarrollo del cancer de mama sigue
siendo objeto de numerosas investigaciones a pesar del avance en las estrategias
terapéuticas disponibles. Existen diferentes subtipos de la enfermedad caracterizados
por diferentes biomarcadores presentes en los tumores tales como los receptores de
estrogenos, de progesterona y HER2 neu. Estos subtipos determinados por deteccion
de estos receptores proteicos se asocian con una clasificacidon por técnicas de biologia
molecular que los clasifica en: Luminal A, Luminal B, HER 2 neu enriquecido, basal y
normal-like. En ciertos subtipos, no se disponen de terapéuticas optimas para el
tratamiento, tal es el caso de los tumores triple negativos, o bien no son eficaces los
tratamientos disponibles. De ahi la importancia de ahondar en el conocimiento de la
biologia tumoral para producir avances en este sentido ya que el cancer de mama
presenta una alta incidencia y tasa de mortalidad en nuestro pais y en nuestra provincia.
Con el fin de contribuir con la prevencion, deteccién precoz de los tumores primarios o
de casos de recurrencia y/o metastasis como asi también con la busqueda de nuevas
terapias, es necesario abordar también aspectos relacionados con la respuesta inmune
de las pacientes tales como la tolerancia inmunoldgica y los mecanismos de escape de
los que se vale el tumor para evadir al sistema inmune del huésped. Para esto se llevé a
cabo un estudio de la expresion de la enzima Indolamino-2,3-dioxigenasa (IDO) en el
cancer de mama. Esta enzima interviene en el catabolismo del triptofano y esta
relacionada con el incremento de los linfocitos T regulatorios (CD4+CD25+FoxP3+) y la
disminucion de las células T efectoras activadas, lo que favorece el microambiente en el
que se desarrolla el tumor. En condiciones normales, IDO es expresada por células
dendriticas para generar tolerancia inmunolégica a autoantigenos, mecanismo
comprobado en la interfase materno-fetal. En los tumores, se hallé expresion de IDO en
las células tumorales, tanto por técnicas de inmunohistoquimica como por RT-PCR, lo
cual generaria un sitio tolerégenico para el tumor y constituiria un blanco terapéutico
util. Se llevd a cabo un estudio in silico observandose que IDO y 50 genes
coexpresados se agrupan mayormente en los subtipos basal y Her-2-neu. Por medio de
métodos bioinformaticos se observé que los genes coexpresados corresponden a
procesos de apoptosis y respuesta immune. Esta enzima fue detectada en nuestro
laboratorio en microvesiculas o exosomas liberados por parte de la célula tumoral, los
que tendrian un potencial rol en la tolerancia inmunolégica favoreciendo la diseminacion
del tumor. La caracterizacion de estos exosomas aislados de muestras séricas de tumor
se realizd con anticuerpos dirigidos contra antigenos tales como CD63 y CD9
(tetraspaninas que se hallan en la superficie de los exosomas).

Se estudio la respuesta inmune humoral por medio de una adaptacién de las técnicas
de inmunohistoquimica e inmunocitoquimica. Se enfrentaron sueros de pacientes con
lineas celulares de cancer de mama y con tejidos tumorales de las mismas pacientes. El
paso siguiente consistié en realizar un bloqueo de los cortes de tejido de las pacientes o
de MCF7 (linea celular de cancer de mama) con anticuerpo monoclonal anti-MUC1 y
silenciamiento con siRNA en el caso de células de linea tumoral. Posteriormente se
realizd una incubacion con suero diluido de las pacientes para demostrar
cualitativamente la presencia de respuesta inmune humoral dirigida hacia una
glicoforma de MUC1 asociada a tumor a través de una disminucion en la reactividad e
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intensidad en las muestras tisulares de las pacientes y en células MCF7. La disminucion
fue observada en sueros de pacientes con cancer, con patologias benignas y no asi en
los de mujeres normales (controles) en la inmunohistoquimica modificada. En los tres
grupos se observo disminucion de reactividad e intensidad en la adaptacion de la
inmunocitoquimica. Ademas se realizé inmunoprecipitacion de MUC1 sérica y Western
blot con anticuerpos dirigidos contra cadenas cortas de carbohidratos (Tn y TF),
caracteristicas de glicoformas tumorales, en los que se observaron bandas de 200kD
compatibles con la presencia de dichos epitopes en MUC1. Ademas se disefid un
ELISA sandwich para detectar la presencia de epitopes carbohidratos Tn y TF en las
glicoformas circulantes de MUC1. Estos experimentos sugirieron la presencia de
anticuerpos dirigidos hacia glicoformas asociadas a tumor de muestras provenientes de
pacientes con patologias malignas, benignas y en un grupo de muestras de mujeres sin
patologia mamaria.

Se estudié también la presencia de la regién extracelular de MUC1 en el nucleo de
células de cancer de mama, colon y cabeza y cuello, hallandose por diferentes métodos
como inmunohistoquimica y Western blot. Estudios previos habian demostrado la
presencia en el cancer de mama de la cola citoplasmatica de MUC1 en el nucleo de
estas células.

Por otra parte, se realiz6é un trabajo sobre una familia conservada y diversa de proteinas
denominada romboide. Estas proteasas con formas activas e inactivas intervienen en la
via de senalizacion mediada por EGFR, degradacion mediada por receptores de
estrégenos, muerte celular y proliferaciéon. Se realizaron analisis por RT-PCR e
inmunohistoquimica. Se hallé sobreexpresiéon de RHBDD2 en cancer de mama en el
estudio sobre un total de 121 muestras. RHBDL2 y PARL se hallaron asociados
significativamente a grados de diferenciacion histologica medio/bajo. Asi también, se
hall6 correlacion entre RHBDL2 y PARL y entre RHBDD2 y RHBDF2. Los resultados de
la sobreexpresion hallados por inmunohistoquimica para RHBDD2 en cancer de mama
negativos para receptor de estrogeno y progesterona se corroboraron por técnicas de
RT-PCR cuantitaiva. Se confirmé el hallazgo de este miembro de la familia romboide en
los subtipos de cancer de mama de mayor diseminacion

También se han llevado a cabo tareas de extensién universitaria para la prevencion de
cancer de mama por medio de charlas en unidades sanitarias de La Plata y encuestas
en mujeres de diferentes barrios de La Plata .

Las principales dificultades halladas en el plano material se deben a la escasez de
insumos y equipamiento para realizar las investigaciones debido al elevado costo de los
mismos Y la poca accesibilidad a subsidios.

7. TRABAJOS DE INVESTIGACION REALIZADOS O PUBLICADOS EN ESTE PERIODO.
7.1 PUBLICACIONES. Debe hacer referencia exclusivamente a aquellas publicaciones
en las que haya hecho explicita mencion de su calidad de Investigador de la CIC
(Ver instructivo para la publicacion de trabajos, comunicaciones, tesis, etc.). Toda
publicacién donde no figure dicha mencién no debe ser adjuntada porque no sera
tomada en consideracion. A cada publicacion, asignarle un numero e indicar el
nombre de los autores en el mismo orden que figuran en ella, lugar donde fue
publicada, volumen, pagina y afio. A continuacioén, transcribir el resumen (abstract)
tal como aparece en la publicaciéon. La copia en papel de cada publicacién se
presentara por separado. Para cada publicacion, el investigador debera, ademas,
aclarar el tipo o grado de participacion que le cupo en el desarrollo del trabajo y,
para aquellas en las que considere que ha hecho una contribucién de importancia,
debera escribir una breve justificacion.
1. Humoral immune response against tumoral mucin 1 (MUC1) in breast cancer
patients.
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Isla Larrain MT, Colussi AG, Demichelis SO, Barbera A, Cretdn A, Segal-Eiras A,
Croce MV.

The aim of this study was to elucidate whether the IgG humoral immune response to
breast cancer cells is directed to the aberrant mucin-1 (MUC1) associated to this
type of cancer. To this aim, an adaptation of immunohistochemistry (IHC) was
performed on samples of 45 breast cancer tissues, 12 benign disease tissues, and
31 normal tissues, incubated with matched serum samples from the same patients.
Each serum sample was also incubated, with a modified immunocytochemistry
(ICC), with MCF7 cells. In both techniques, serum was employed instead of the
primary antibody. In the case of IHC, the reactivity with sera diminished when added
after previous incubation of the tumor/tissue with an anti-MUC1 mAb; the reduction
in reactivity was: from 93% to 44% in breast cancer tissues, and from 100% to 67%
in benign disease tissues. The reactivity of normal samples (36%) remained
unchanged. In the case of ICC, the reactivity with sera decreased after incubation
with anti-MUC1 mADb from 71% to 16% in breast cancer tissues, from 83% to 0% in
benign disease tissues, and from 52% to 10% in normal serum samples. These
results were confirmed employing siRNA MUC1 transient gene knockdown. By
Western blot analysis - after immunoprecipitation (IP) of the circulating MUC1- and
ELISA, the TF antigen was detected in circulating MUC1 in all breast cancer and
benign samples while Tn was detected in 38% of the samples. The existence of
IgG autoantibodies against aberrantly glycosylated MUC1 may have a protective
role and may contribute to a better prognosis in some patients. Enhancement of this
natural immune response may constitute an alternative therapeutic strategy.

Int J Biol Markers. 2013 ;28(3):318-325. doi: 10.5301/jbm.5000036

En este trabajo mi participacién consistio en el desarrollo desde la idea original
hasta la experimentacion y escritura del mismo.

2. Rhomboid family gene expression profiling in breast normal tissue and tumor
samples.
Canzoneri R, Lacunza E, Isla Larrain M, Croce MV, Abba MC.

Rhomboid is an evolutionary conserved and functionally diversified group of proteins
composed of proteolytically active and inactive members that are involved in the
modulation of multiple biological processes such as epidermal growth factor
receptor signaling pathway, endoplasmic reticulum-associated degradation, cell
death, and proliferation. Recently, several human rhomboid genes have been
associated with the development of chronic myeloid leukemia and pituitary,
colorectal, ovarian, and breast cancers. In this study, we evaluated the mRNA and
protein expression profiles of rhomboid genes in cancer cell lines and breast
tissue/tumor samples. In silico analysis of publicly available gene expression
datasets showed that different rhomboid genes are specifically expressed according
to the breast cancer intrinsic subtypes. Quantitative reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis showed a significant RHBDD2 mRNA
overexpression in advanced breast cancer compared with normal tissue samples
(p=0.012). In addition, we found that RHBDL2 and PARL mRNA expression was
associated with a low/intermediate histologic tumor grade (p =0.024 and p=0.015,
respectively). Immunohistochemistry analysis showed a significant increase of
RHBDD2 protein expression in association with breast cancer samples negative for
progesterone receptor (p=0.015). Moreover, protein expression analysis
corroborated the quantitative RT-PCR results, indicating that breast primary tumors
belonging to patients with a more disseminated disease expressed significantly
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7.2

increased levels of RHBDD2 protein compared with less disseminated tumors
(p=0.01).

Tumour Biol. 2013. 35(2):1451-8. doi: 10.1007/s13277-013-1199-8.

En este trabajo mi participacion consistid en la realizacion de experimentos vy
discusion del mismo.

TRABAJOS EN PRENSA Y/O ACEPTADOS PARA SU PUBLICACION. Debe
hacer referencia exclusivamente a aquellos trabajos en los que haya hecho explicita
mencion de su calidad de Investigador de la CIC (Ver instructivo para la publicacion
de trabajos, comunicaciones, tesis, etc.). Todo trabajo donde no figure dicha
mencién no debe ser adjuntado porque no sera tomado en consideracion. A cada
trabajo, asignarle un numero e indicar el nombre de los autores en el mismo orden
en que figuraran en la publicacion y el lugar donde sera publicado. A continuacion,
transcribir el resumen (abstract) tal como aparecera en la publicacién. La version
completa de cada trabajo se presentara en papel, por separado, juntamente con la
constancia de aceptacion. En cada trabajo, el investigador debera aclarar el tipo o
grado de participacion que le cupo en el desarrollo del mismo y, para aquellos en
los que considere que ha hecho una contribucion de importancia, deber a escribir
una breve justificacion.

1. IDO is highly expressed in breast cancer and breast cancer derived circulating
microvesicles and associated to more aggressive types of tumors by an in silico
analysis

Isla Larrain MT, Rabassa ME, Lacunza E, Barbera A, Cretdn A, Segal-Eiras A,
Croce MV.

Indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO) has been established as a normal mechanism
of peripheral tolerance and immunosuppression. Besides, malignant tumors release
microvesicles (MV) related with tumor dissemination. The aims of this study were to
determine the expression of IDO in breast cancer and circulating microvesicles from
breast cancer patients and to perform an in silico analysis to find genes co-
expressed to IDO. Materials: 122 tissue and serum breast samples (91 malignant,
21 benign and 10 normal), and MCF7, MDA-MB-231 and T47D breast cancer cell
lines. Methods: standard immunohistochemistry (IHC), immunocytochemistry (ICC),
Western blot (WB), and RT-PCR. Microvesicle isolation from plasma samples was
obtained by serial centrifugation and ultracentrifugation. Results: by IHC, 60.4%
breast cancer samples were positive while 42.9% benign samples expressed IDO
20% of normals. Significant differences were found among normal, benign and
malignant samples. Breast cancer stages |, Il, and Ill expressed IDO in 42.3%,
65.6%, and 71.4% of samples, respectively while breast cancer cell lines also
reacted; by WB, 9/25 microvesicles fractions showed bands at 42 kD. In silico
analysis of IDO1 gene expression in breast cancer showed its association with
several genes related to immune response and apoptosis. Moreover, IDO and co-
expressed genes were found predominately in basal and erbB2 subtypes.
Conclusions: The cumulative data indicate a high expression of IDO in breast
cancer which increased with higher stages. Furthermore, IDO was found in
association with circulating breast cancer MV while experimental and in silico gene
expression revealed that IDO was mainly expressed in triple negative subgroup.
Tumour Biology (en prensa).

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24687552

En este trabajo mi participacion consistio en el desarrollo desde la idea original
hasta la experimentacion y escritura del mismo.
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7.3

7.4

TRABAJOS ENVIADOS Y AUN NO ACEPTADOS PARA SU PUBLICACION.
Incluir un resumen de no mas de 200 palabras de cada trabajo, indicando el lugar al
que han sido enviados. Adjuntar copia de los manuscritos.

1. Nuclear localization of MUC1 extracellular domain in breast, head and neck and
colon neoplasias

Rabassa ME, Isla Larrain MT, Lacunza E, Cermignani L, Alberdi CG, Demichelis S..
Abba MC, Segal-Eiras A and Croce MV

MUCH1 is a heterodimer overexpressed and underglycosylated in cancer cells. Aim:
To study the expression of MUC1 extracellular subunit in the nucleus of breast,
head and neck, and colorectal neoplastic samples. Materials and Methods: 330
primary tumour samples were analyzed: 166 invasive breast carcinomas, 127 head
and neck tumours and 47 colorectal adenocarcinomas; 10 benign breast disease
(BBD) and 40 normal specimens were included. A standard immunohistochemical
(IHC) approach was performed. Nuclear fractions from tissue homogenates were
obtained, and thereafter analyzed by Western-blotting (WB). Two monoclonal
antibodies (MAb) were employed: anti-MUC1 extracellular subunit MAb HMFG1 and
anti-MUC1 cytoplasmic tail MAb CT2. Results: by IHC with MAb HMFG1, 38/166
(23%) breast cancer specimens, 5/127 (4%) head and neck cancer specimens, 2/47
(4%) colorectal cancer samples, and 3/10 BBD stained at nuclear level. Positive
breast cancer samples were also reactive with MAb CT2. Nuclear reaction was not
detected in normal samples. By WB, with MAb HMFG1, breast and colon cancer
nuclear fractions showed a double band at 200kD in 2/11 breast cancer and 1/5
colon cancer samples. Conclusions: This study demonstrates that MUCA1
extracellular domain is being translocated to the nucleus of breast, head and neck,
and colon cancer cells, and BBD samples.

Enviado a Applied Immunohistochemistry and Molecular Morphology

TRABAJOS TERMINADOS Y AUN NO ENVIADOS PARA SU PUBLICACION.
Incluir un resumen de no mas de 200 palabras de cada trabajo.

7.5 COMUNICACIONES. Incluir unicamente un listado y acompafiar copia en papel de

7.6

cada una. (No consignar los trabajos anotados en los subtitulos anteriores).

INFORMES Y MEMORIAS TECNICAS. Incluir un listado y acomparar copia en
papel de cada uno o referencia de la labor y del lugar de consulta cuando
corresponda.

8. TRABAJOS DE DESARROLLO DE TECNOLOGIAS.

8.1

DESARROLLOS TECNOLOGICOS. Describir la naturaleza de la innovacién o
mejora alcanzada, si se trata de una innovacién a nivel regional, nacional o
internacional, con qué financiamiento se ha realizado, su utilizacion potencial o
actual por parte de empresas u otras entidades, incidencia en el mercado y niveles
de facturacion del respectivo producto o servicio y toda otra informacioén conducente
a demostrar la relevancia de la tecnologia desarrollada.

8.2 PATENTES O EQUIVALENTES. Indicar los datos del registro, si han sido vendidos

o licenciados los derechos y todo otro dato que permita evaluar su relevancia.

8.3 PROYECTOS POTENCIALMENTE TRASNFERIBLES, NO CONCLUIDOS Y QUE

ESTAN EN DESARROLLO. Describir objetivos perseguidos, breve resefia de la
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10.

1.

12

13.

labor realizada y grado de avance. Detallar instituciones, empresas y/o organismos
solicitantes.

8.4 OTRAS ACTIVIDADES TECNOLOGICAS CUYOS RESULTADOS NO SEAN
PUBLICABLES (desarrollo de equipamientos, montajes de laboratorios, etc.).

8.5 Sugiera nombres (e informe las direcciones) de las personas de la actividad privada
y/o publica que conocen su trabajo y que pueden opinar sobre la relevancia y el
impacto econémico y/o social de la/s tecnologia/s desarrollada/s.

SERVICIOS TECNOLOGICOS. Indicar qué tipo de servicios ha realizado, el grado de
complejidad de los mismos, qué porcentaje aproximado de su tiempo le demandan y los
montos de facturacion.

PUBLICACIONES Y DESARROLLOS EN:
10.1 DOCENCIA

Confeccion de guias de Trabajos Practicos.
10.2 DIVULGACION

DIRECCION DE BECARIOS Y/O INVESTIGADORES. Indicar nombres de los dirigidos,
Instituciones de dependencia, temas de investigacion y periodos.

DIRECCION DE TESIS. Indicar nombres de los dirigidos y temas desarrollados y aclarar
si las tesis son de maestria o de doctorado y si estan en ejecucion o han sido
defendidas; en este ultimo caso citar fecha.

PARTICIPACION EN REUNIONES CIENTIFICAS. Indicar la denominacién, lugar y
fecha de realizacion, tipo de participacion que le cupo, titulos de los trabajos o
comunicaciones presentadas y autores de los mismos.

1. XIII Congreso Argentino de Microbiologia 2013, Il Congreso de Microbiologia
Agricola y Ambiental. Bs. As., 23-26 de septiembre de 2013.

Eosinofilia y factores de riesgo personales asociados a toxocariasis en nifios
escolares de Villa Castells, La Plata, Provincia de Buenos Aires.

B Pezzani, M Ciarmela, M Isla Larrain, M Apezteguia, N Molina, M Minvielle.

2. 55th Annual Meeting of the Italian Cancer Society. Catanzaro, Italia. 23-26 de
septiembre de 2013.

Nuclear localization of MUC1 extracellualr domain in breast, head and neck and
colorectal cancer primary tumors.

Rabassa M, Isla Larrain M, Lacunza E, Cermignani L, Demichelis S, Abba MC,
Segal-Eiras A, Croce MV

3. CUBRA 2013. Xll Congreso Nacional Bioquimico, Buenos Aires, 9-11 de octubre
de 2013.

Eosinofilia como indicador de parasitosis en escolares de Gonnet, provincia de
Buenos Aires.

Molina NB, Isla Larrain M, Blas Y, Ciarmela M, Pezzani B, Minvielle M.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

4. LXI Reunién Anual de la Sociedad Argentina de Inmunologia. Los Cocos,
Cérdoba, 7-9 de noviembre de 2013.

Localizacion nuclear del dominio extracelular de MUC1 en neoplasias de mama,
colon y cabeza y cuello.

Rabassa ME, Isla Larrain M, Lacunza E, Cermignani L, Alberdi C, Demichelis S,
Abba M, Segal-Eiras A, Croce MV.

5. | Congreso Internacional de la Facultad de Ciencias Médicas de UNLP. La Plata,
28-30 de noviembre de 2013. Localizacion nuclear del dominio extracelular de MUC1 en
neoplasias de mama, colon y cabeza y cuello.

Rabassa ME, Isla Larrain MT, Lacunza E, Cermignani L, Alberdi CG, Demichelis SO,
Abba MC, Segal-Eiras A, Croce MV.

6. I Congreso Internacional de la Facultad de Ciencias Médicas de UNLP. La
Plata, 28-30 de noviembre de 2013.

Analisis de la expresion de los genes de la familia Romboide en el desarrollo del
cancer de mama.

Canzoneri, R, Lacunza, E, Isla Larrain, M, Rabassa, ME, Croce, MV, Abba, MC

7. | Congreso Internacional de la Facultad de Ciencias Médicas de UNLP. La Plata,
28-30 de noviembre de 2013.

Toxocariasis encubierta autolimitada en escolares de La Plata, Argentina.

Ciarmela ML, Pezzani BC, Isla Larrain M, Blas Y, Minvielle MC.

CURSOS DE PERFECCIONAMIENTO, VIAJES DE ESTUDIO, ETC. Senalar
caracteristicas del curso o motivo del viaje, periodo, instituciones visitadas, etc.

SUBSIDIOS RECIBIDOS EN EL PERIODO. /ndicar institucién otorgante, fines de los
mismos y montos recibidos.
CIC. Subsidio para Investigador Asistente. $ 6000

OTRAS FUENTES DE FINANCIAMIENTO. Describir la naturaleza de los contratos con
empresas y/o organismos publicos.

DISTINCIONES O PREMIOS OBTENIDOS EN EL PERIODO.

ACTUACION EN ORGANISMOS DE PLANEAMIENTO, PROMOCION O EJECUCION
CIENTIFICA Y TECNOLOGICA. Indicar las principales gestiones realizadas durante el
periodo y porcentaje aproximado de su tiempo que ha utilizado.

TAREAS DOCENTES DESARROLLADAS EN EL PERIODO. /Indicar el porcentaje
aproximado de su tiempo que le han demandado.

Jefe de Trabajos Practicos Dedicacion Simple, Catedra de Biologia, Facultad de Cs.
Médicas, y colaboradora en la Catedra de Biologia de la Carrera de Nutricion, Facultad
de Cs. Médicas, UNLP, 20% (desde el 1/5/10).
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20. OTROS ELEMENTOS DE JUICIO NO CONTEMPLADOS EN LOS TITULOS
ANTERIORES. Bajo este punto se indicara todo lo que se considere de interés para la

evaluacion de la tarea cumplida en el periodo.
PARTICIPACION EN PROYECTOS

1. Titulo del Proyecto: Marcadores tumorales en cancer de mama (11/M153).
Institucion acreditadora: Programa de Incentivos UNLP

ARo de inicio — afio de finalizacién: 2011-2014.

Director: Prof. Dra. Maria Virginia Croce.

2. Titulo del Proyecto: Programa de prevencion de cancer de mama (PRECANMA)
Institucion acreditadora: CIC
Director: Prof. Dra. Maria Virginia Croce

3. Proyecto de Extension Universitaria.

Institucion acreditadora: UNLP

Titulo del Proyecto: PROCOPIN: la comunidad y la universidad en el control de las
parasitosis intestinales y el mejoramiento de la nutricién.

AfRo 2013
Director: Dra. Marta Cecilia Minvielle

4. Proyecto de Extension Universitaria.

Institucion acreditadora: UNLP

Titulo del Proyecto: PREDIPRE: Prevencion y diagndstico precoz en el cancer
ginecoldgico.

ARo 2012-2013

Directora: Dra. Maria Virginia Croce

Co-directora: Dra. Amada Segal-Eiras

Coordinadora: Dra. Marina Isla Larrain

21. TITULO Y PLAN DE TRABAJO A REALIZAR EN EL PROXIMO PERIODO. Desarrollar
en no mas de 3 paginas. Si corresponde, explicite la importancia de sus trabajos con
relacion a los intereses de la Provincia.

TITULO: Expresiéon de moléculas inmunomoduladoras en células tumorales y
linfocitos de pacientes con cancer de mama

El cancer de mama constituye la segunda causa de mortalidad por cancer en
Latinoamérica y presenta una alta incidencia en nuestro pais siendo la principal causa
de muerte por cancer en la poblaciéon femenina. Este hecho resalta la importancia que
esta enfermedad reviste para la Provincia de Buenos Aires y para nuestro pais.

Los diferentes subtipos tumorales se pueden determinar mediante el estudio de la
expresion de las proteinas asociadas a cada subtipo: Receptor de estrogenos, Receptor
de progesterona, HER-2-neu, citoqueratinas 5/6 (Blows et al, 2010). Por otro lado existe
una clasificacién molecular en base a los genes expresados: Normal-like, Luminal A,
Luminal B, HER-2-neu enriched, Basal-like y algunos autores mencionan un subtipo
bajo en claudinas (Prat y Perou, 2009, Prat, 2010). Esta clasificacion molecular se
corresponde con la expresion de diferentes combinaciones de los marcadores arriba
mencionados. En el estudio del cancer de mama es importante tener en cuenta no solo
la existencia de diferentes subtipos tumorales sino también la respuesta inmune que
desarrollan las pacientes. Estos factores contribuyen al éxito o fracaso de una terapia
como asi también al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.

En la interaccion del sistema inmune con los tumores existen tres fases: eliminacion,
equilibrio y escape tumoral.
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Durante la fase de eliminacion, el sistema inmune del huésped es capaz de destruir
las células transformadas. En esta etapa, el balance hacia la inmunidad antitumoral se
caracteriza por el incremento en la expresion de antigenos tumorales, MHC clase |, Fas
y TRAIL receptor en la célula tumoral y perforinas, granzimas, IFN de tipo | y Il, IL-1, IL-
12 y TNF alfa en el microambiente tumoral. Existen células tumorales capaces de
sobrevivir debido a la pérdida de antigenos o defectos en la presentacion antigénica
como también la expresion de moléculas inmunosupresoras tales como PD-L1 y
comienza la edicion del tumor al eliminarse algunas de sus células mientras que otras
sobreviven. En la siguiente fase existe un balance entre citoquinas antitumorales (IL-12,
IFN gamma) y las que promueven el crecimiento tumoral (IL-10, IL-23). La inmunidad
adquirida es la responsable de mantener al tumor en un estado de latencia. La tercera
fase de este proceso, también denominada de inmunoevasion, se caracteriza por la
proliferacion de las células tumorales y la generacion de un microambiente
inmunosupresor que favorece el crecimiento, diseminacion y metastasis. En esta etapa
el balance se inclina hacia la produccion de citoquinas y moléculas inmunosupresoras
tales como IL-10, TGF beta, IDO, VEGF y PD-L1 y ocurre la progresion tumoral (Mittal
et al, 2014).

El infiltrado linfocitario tumoral asi como la presencia de diversas moléculas
inmunomoduladores en el microambiente tumoral jugarian un rol crucial en la
diseminacion tumoral y, en consecuencia, en el pronostico de las pacientes con cancer
de mama. Entre estas moléculas se encuentra la IDO (Indolamino-2,3-dioxigenasa), una
enzima de 42-45 kD que cataliza el paso limitante de la degradacion del triptofano en la
via de la quinureina. Esta enzima fue originalmente descripta en placenta y contribuye a
la tolerancia materno-fetal. Ha sido implicada en mecanismos de proteccion hacia el
rechazo de injertos y en tratamiento de desérdenes autoinmunes. Hay evidencias que
sugieren que IDO tiene un rol en la supervivencia de los tumores y que restringe la
vigilancia inmunolégica del hospedador a través del bloqueo de la respuesta inicial a los
antigenos tumorales, inhibiendo la capacidad de las células T activadas para ejercer su
efecto citotoxico sobre las células tumorales e incrementando la actividad supresora de
los linfocitos T regulatorios CD4+ CD25+ FoxP3+ (Treg) ya que esta implicada en su
induccion. Los metabolitos del triptofano parecen afectar a las células Natural Killer (NK)
tanto en su proliferacion como en su funcién. Estudios en un modelo de cancer de
mama establecido en ratones, muestran que pequefias moléculas inhibidoras de IDO
cooperan con agentes citotoxicos que permiten la regresion de tumores establecidos
refractarios a la terapia con agentes unicos. Hay hallazgos que sugieren que los
inhibidores de esta enzima podrian mejorar la respuesta a la quimioterapia del cancer.
Es importante el estudio del rol potencial como biomarcadores de los linfocitos
periféricos.

Se ha propuesto que en ciertos tumores se podria inducir respuestas inmunes
antitumorales debido a la presencia de un gran nimero de antigenos tumorales, pero,
asimismo podria inducirse la evasion tumoral y favorecerse asi su crecimiento y
diseminacion. El estudio de las caracteristicas inmunolégicas del tumor en el momento
del diagndstico contribuiria al desarrollo de estrategias terapéuticas en aquellos tumores
de peor pronéstico.

La relacion entre el subtipo de la enfermedad y la respuesta inmune generada por la
paciente implicaria un avance en el conocimiento del desarrollo del cancer de mama
como asi también de la evolucion de la enfermedad. Por otro lado podria lograrse un
aporte hacia la eleccion de terapias adecuadas para cada paciente.

OBJETIVOS GENERALES
Estudiar las caracteristicas moleculares del tumor primario asi como del infiltrado
inmune presente en el microambiente tumoral y linfocitos periféricos.
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OBJETIVOS PARTICULARES:

-Establecer el subtipo molecular del tumor mediante la determinacion de marcadores
especificos tales como Receptor de estrégenos, Receptor de progesterona, Her-2-neu y
citoqueratinas basales.

-Estudiar el infiltrado linfocitario con marcadores especificos (CD4, CD8 y Foxp3) y
la expresion de IDO y Foxp3 en cortes de tumores primarios de cancer de mama.

-Relacionar el tipo de infiltrado linfocitario y la expresion de IDO con el subtipo
tumoral, grado de diferenciacion histoldgica y grado nuclear.

-Estudiar la expresion de Foxp3 de linfocitos periféricos como marcadores de
linfocitos T regulatorios y en tumores en relacién con la expresién de IDO.

-Relacionar las caracteristicas histoldgicas y moleculares del tumor, el infiltrado
linfocitario y la expresion de IDO con el estadio tumoral y la sobrevida.

-Analizar la expresion de IDO, Foxp3 y de diferentes receptores, mucinas y
carbohidratos en lineas de cancer de mama y en tumores y su posible asociacion.

MATERIALES:

Pacientes: Se estudiaran grupos de pacientes de carcinoma de mama, de patologias
benignas y mujeres sin enfermedad a modo de controles (muestras obtenidas de
mastectomias cosméticas), previo consentimiento informado de las pacientes
seleccionadas de instituciones asisitenciales vinculadas con la Facultad de Cs. Médicas
de UNLP.

Anticuerpos monoclonales y policlonales dirigidos contra biomoléculas asociadas a
carcinoma de mama y patologias benignas: anti-MUC1 (C595, HMFG1, HMFG2, SM3);
anti-MUC1-CT; anti-carbohidratos (Lewis x, sialil Lewis x, Lewis y, Tn, TF), anti-IDO,
anti-HLA-G, anti-CD63, anti-CD9, anti-Foxp3, anti-RE, anti-RP, anti CK 5/6, anti-
RHBDD2.

METODOS:

- Fijacién en formol e inclusion en parafina de las muestras

- Fraccionamiento subcelular

- Cultivo celular

- Inmunohistoquimica

- Inmunocitoquimica

- ELISA

- Inmunoprecipitacién

- SDS-PAGE

- Western Blot

- RT- PCR

- Citometria de flujo

- Ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa

- Cromatografia de exclusion molecular

- Quimioluminiscencia

- Microscopia electrénica

- Aspectos clinicos: edad, localizacion y tamano de la lesién, diagndstico
histopatoldgico, receptores hormonales en el tumor primario, compromiso ganglionar,
estadificacion TNM-UICC, tipo de cirugia primaria, radioterapia adyuvante,
quimioterapia, hormonoterapia. Para el seguimiento se consignara la fecha de recidiva
local y/o metastasis, periodo libre de enfermedad, sobrevida y muerte por cancer de
mama.

-Analisis estadistico: ANOVA, chi cuadrado, PCA, analisis de correlacion (SPSS).
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INFRAESTRUCTURA Y SERVICIOS DISPONIBLES EN RELACION A LOS
REQUERIMIENTOS DEL PLAN DE TRABAJO.
El Centro de Investigaciones Inmunolégicas Basicas y Aplicadas (CINIBA) cuenta con la
infraestructura necesaria para el desarrollo completo de este proyecto de investigacion.
Consta de un Laboratorio de Histologia, Inmunologia e Inmunoquimica, un Laboratorio
de Cultivo Celular y Biologia Molecular dentro de los cuales se cuenta con
equipamiento adecuado para los requerimientos del presente plan de trabajo.

Condiciones de la presentacion:

A

El Informe Cientifico debera presentarse dentro de una carpeta, con la documentacién

abrochada y en cuyo rétulo figure el Apellido y Nombre del Investigador, la que debera

incluir:

a. Una copia en papel A-4 (puntos 1 al 21).

b. Las copias de publicaciones y toda otra documentacion respaldatoria, en otra
carpeta o caja, en cuyo rotulo se consignara el apellido y nombres del

investigador y la leyenda “Informe Cientifico Periodo ......... .

C. Informe del Director de tareas (en los casos que corresponda), en sobre cerrado.
Envio por correo electronico:
a. Se debera remitir por correo electronico a la siguiente direccion:

infinvest@cic.gba.gov.ar (puntos 1 al 21), en formato .doc zipeado, configurado
para papel A-4 y libre de virus.

b. En el mismo correo electrénico referido en el punto a), se debera incluir como un
segundo documento un curriculum resumido (no mas de dos paginas A4),
consignando apellido y nombres, disciplina de investigacion, trabajos publicados
en el periodo informado (con las direcciones de Internet de las respectivas
revistas) y un resumen del proyecto de investigacién en no mas de 250 palabras,
incluyendo palabras clave.

Nota: El Investigador que desee ser considerado a los fines de una promocion, debera
solicitarlo en el formulario correspondiente, en los periodos que se establezcan en los
cronogramas anuales.
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