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Abreviaturas:

AcM:

AF:

CDK:

cRP:

DMBA:

E2:

EGF:

FGF:

hRP:

HSP:

IGF:

LBD:

MAPK:

MNU:

MPA:

mRNA:

va:
PAGE -SDS:

PD:

Pg:

Pl:

PM:

PRE:

RA:

RE:

R-EGF:

anticuerpo monoclonal

secuencias de transactivación

kinasa dependiente de ciclinas

receptor de progesterona de pollo

dimetilbenzantraceno

17-B-estradiol

factor de crecimiento epidénnico

factor de crecimiento fibroblástico

receptor de progesterona humano

proteínas de shock térmico

factor de crecimiento simil insulina

sitio de unión al ligando

kinasa activada por mitógenos

metilnitrosourea

acetato de medroxiprogesterona

RNAmensajero

ovariectomizado

electroforesis en gel de poliacrilamidadesnaturalizante con SDS

progestágeno-dependiente

progesterona

progestágeno-independ¡ente

peso molecular

sitios del DNAa los que se une el RP

receptores androgénicos

receptores de estrógenos

receptores del factor de crecimiento epidérmico
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SFB

TGFB:

Luisa A. Helguera

receptores de glucocorticoides

receptores de mineralocorticoides

receptores de progesterona

subcutáneo

suero fetal bovino charcolízado

suero fetal bovino

factores de transformación tipo B
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l-Adenocarcinomas mamarios inducidos por progestágenos.
A-Modelo Experimental:

En nuestro laboratoriose han desarrollado una serie de modelos experimentales de

nocarcinomas mamarios murinos en ratones BALB/cinducidos por la administración

va de los progestágenos acetato de medroxiprogesterona (MPA) ((Lanari et al, 1986;

nolo et al, 1987; Lanari et al, 1989; Kordon et al,1991) o progesterona (Pg) (Kordon et al,

1993), o bien administrando de forma concomitante MPAcon el carcinógeno quimico

trosourea (MNU) (Pazos et al, 1992). Los tumores inducidos con MPA son en su mayoria

carcinomas ductales que expresan altos niveles de receptores para estrógenos (RE) y

gesterona (RP), y niveles no detectables de receptores para factor de crecimiento epidérmico

(R-EGF) (Figura 1).

Carcinomas ductales
RE+, RP+, PD, R-EGF(-)

i0
Carcinomas lobulillares

RE+l-, RP+/-, Pl,

\( rI \
Figura 1: Inducción de adenocarcinomas mamarios en ratones hembras BALB/c.Se administra MPA depot sc,

40mg cada 3 meses durante un año o bien se implanta un peIIet de 40mg cada 6 meses. La latencia de

ción de los tumores es mayor al año. Pg: se administra en pel/ets de silastic de 40mg cada 6 meses. La latencia

de aparición de los tumores es de 52 semanas. El MNUse administra en dosis de 50mg/kg de .peso, s.c., una

semana después o antes de MPAsegún el protocolo. Los tumores tienen una latencia de aparición de 28

manas aproximadamente.
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Los tumores se mantienen por transplantes singeneicos en hembras tratadas o no

con MPA.En los pasajes, Los tumores ductales tienen un patrón de crecimiento dependiente

de progestágenos (PD), es decir, crecen rápidamente en animales tratados con MPAo con

Pg, lentamente y después de aproximadamente dos meses en hembras sin tratar y después

de 6 meses en ratones ovariectomizados. Cuando esporádicamente el tumor comienza a

crecer en los animales no tratados con MPA (Figura 2) surge lo que denominamos una

riante progestágeno-independiente (Pl), es decir capaz de crecer sin el aporte exógeno de

hormonas. Para continuar realizando estudios con los tumores PD, se descongelan tumores

de pasajes previos.

líneas tumorales Pl

BALBIc con
carcinoma

Figura 2: Obtención de líneas tumorales PD y PI. Se transplanta el tumor primario a dos ratones tratados con

MPA (20mg depot, subcutáneo, contralateral al transplante tumoral) y a dos ratones sin tratar. Los tumores

ductales crecen sólo en los tratados con MPAdurante los dos a tres primeros meses de seguimiento. Cuando el

tumor alcanza un tamaño aproximado de 10-15 mm de diámetro, se transplanta a otros dos ratones tratados, o

no, con MPAy así sucesivamente controlando la hormono-dependencia, es decir que el tumor no crezca

rante dos meses en los ratones sin tratar. Para seleccionar una variante PI, se espera hasta que empiece a

crecer un tumor en los animales sin tratar y se lo transplante a animales sin tratar y así sucesivamente.
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El MPA induce también, aunque en menor proporción carcinomas Iobulillares. Estos

mores no expresan RE ni RP, o si Io hacen los pierden durante los primeros pasajes. Si bien

durante los primeros pasajes algunos pueden responder al estímqu hormonal, luego se

cen completamente autónomos o PI. Los carcinomas Iobulillares expresan receptores de

EGF (R-EGF). Estos tumores presentan una histología similar a los carcinomas mamarios

que surgen espontáneamente en hembras multíparas BALB/c. En la Figura 3 se muestra

una curva de crecimiento típica de un tumor ductal PD y Ia de un Iobulillar.
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Figura 3: Curvas de crecimiento tumoral de un tumor ductal de comportamiento PD (A)y otra de un tumor de

histología IobuliIIar(B) creciendo en presencia o ausencia de MPA.
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A diferencia del MPA, la Pg induce una alta proporción de carcinomas Iobulillares (Figura

1). Cada una de las lesiones tumorales descriptas está precedida por alteraciones

cas propias; los carcinomas ductales están asociados a lesiones preneoplásicas ductales y

los Iobulillaresa lesiones preneoplásicas Iobulillares. Estas lesiones son comparables a las

lesiones preneoplásicas observables en Iamama humana.

Independientemente de la hormona inductora, los carcinomas lobulillares y ductales

nen Ios mismos patrones biológicos de crecimiento y expresión de receptores. En la tabla 1

se resumen las principales características de los tumores ductales y Iobulillares.

Tabla 1. Características morfológicas y biológicas de los carcinomas
Iobulillares y ductales.

PARAMETRO CARO/NOMAS DUCTALES CARCINOMAS LOBULILLARES

Inducción MPA,ocasionalmente Pg Pg, MNU, espontáneos,
mente MPA.

RP: 50 - 1000 fmoI/mg proteína. RP: 0 - 100 fmoI/mg proteína.
Receptores RE: 20 - 200 fmoI/mgproteína. RE: 0 - 50 fmol/mg proteína.
Hormonales La expresión de receptores se La expresión de receptores se pierde

mantiene en pasajes singeneícos. en pasajes singeneícos.
R-EGF No detectables. Niveles siempre > de 5 fmol/mg

teína.
R-Prolactina Entre 6 y 32 fmong proteína. Entre 9 y 33 fmoI/mgproteína.
Preneoplasias Hiperplasias ductales. Hiperplasias Iobulillares.

"‘ " 4 4' ' No incrementan su crecimiento enr Ü Ü r
Se pueden originar variantes respuesta a progestágenos.
P" a a n

Sensibilidad Retrogradan con estrógenos y No retrogradan_enrespuesta a
a anfipmgestágenoa Trogenos o antiprogestagenos.
hormonas Se pueden originar variantes

insensibles a estrógenos.
Todas las variantes conservan los
RP y RE.

Crecimiento Crecimiento lento. Crecimiento rápido.
in vivo Sobrevida > de 2 meses. Sobrevida < 2 meses.
Crecimiento Organoides; los fibroblastos inter- Organoides; Células epiteliales con
in vitro fieren con el crecimiento epitelial. alta velocidad de crecimiento, sin

interferencia por fibroblastos.
Abundante, fibroblástico, poca Escaso, fibroblástico, necrosis, poca

Estroma necrosis, infiltración linfomonoci- infiltración celular.
taria e histiocitan'a.
Ganglios regionales, pulmón, No, en tumores inducidos por Pg.

Metástasis hígado. Pulmonares en tumores espontáneos
en multíparas
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B.Regulación dela inducción tumoral por MPA

Tanto la sialoadenectomía como la ovariectomía (ovx) previas al tratamiento con MPA,

disminuyen significativamente la incidencia tumoral y los tumores inducidos muestran los

mismos patrones histológicos y biológicos de los tumores que aparecen en animales no

rados (Figura 4). Los animales tratados con MPAtienen niveles de EGF aumentados tanto

en glándula salival como en suero (Kordon et al, 1994). La sialoadenectomía previene el

mento de EGF sérico, que aparentemente actuaría en conjunto con el MPAen la glándula

mamaria (Molinolo et al, 1998).

receptores androgénicos
de glándulas salivares

glándula
mamaria

cáncer de
mamaovario

Figura 4: Cofactores en Ia inducción de carcinomas mamarios. La sialoadenectomía y la ovan'ectomía

yen Ia incidencia de adenocarcinomas mamarios inducidos por MPA.ElMPAinduce un aumento de EGF sén'co

sintetizado en glándulas salivares que, actuando conjuntamente con el MPA, favorece la inducción de

carcinomas mamarios. El trofismo dela glándula mamaria normal es mantenido por los ovarios, lo que

tamente favorece Ia inducción de adenocarcinomas mamarios.
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C-Regulación del crecimiento de adenocarcinomas mamarios in vivo

Como ya se mencionó anteriormente, los tumores PD crecen en presencia de MPAo Pg,

crecen después de 6 meses muy lentamente en animales ovx (Figura 3) y no crecen en

males que han sido ovx y adrenalectomizados. Los tumores regresionan completamente en

presencia de 17-8 Estradiol (E2). Las variantes PI pueden responder en algunos casos a Ia

estimulación con MPA;en otros el crecimiento es tan rápido que no hay diferencias

tivas entre tumores tratados y no tratados. La flutamida (antiandrógeno) no modifica la tasa

de crecimiento, mientras que los antiprogestágenos mifepristona y onapristona, al igual que

el E2 inducen regresión tumoral. EI crecimiento de los carcinomas lobuIiIIares no es

bIe en forma significativa por ninguna de estas hormonas o antihormonas.

D-Variantes resistentes al tratamiento hormonal

Si bien los tumores ductales tanto PD como PI regresionan con tratamiento estrogénico,

ocasionalmente se generan tumores resistentes (“estrógeno-resistentes”), o sea que crecen

a pesar de la presencia de la hormona inhibidora.

E-Regulación del crecimiento de adenocarcinomas mamarios in vitro.

Usando cultivos primarios de una de las líneas tumorales PD, Ia C4-HD, se demostró que

MPA y Pg estimulan Ia proliferación celular en un rango de concentraciones de 1-10nM,

mientras que se necesitan concentraciones mayores de glucocorticoides (GC) y andrógenos

para inducir un efecto similar. Tanto el E2como los antiprogestágenos inhiben Ia proliferación

celular inducida por MPA (Dran et al, 1995). En cuanto a los factores de crecimiento, se

servó que los TGFBs tienen efectos inhibitorios, el EGF y los IGFs no tienen efecto

tivo por si mismos y los FGFs l y II tienen un significativo efecto proliferativo (Lanari et al,

1997). En los cultivos de fibroblastos del estroma tumoral el MPAy E2no afectan la

ción, mientras que los antiprogestágenos pueden ejercer un pequeño efecto proliferativo,

probablemente mediado por el receptor de glucocorticoides. Todos los factores de

miento mencionados anteriormente estimularon significativamente Ia proliferación celular.
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F- Rol del RP en el crecimiento PDy PI

Utilizando oligonucleótidos antisentido del RP se inhibió la proliferación en cultivos

rios de un tumor PI. En cultivos de un tumor PD el bloqueo del RP inhibe también Ia

lación inducida por factores séricos y por FGFs, lo que sugiriere que los RP serían efectores

finales de distintas vias proliferativas y que los RP juegan un rol funcional en el crecimiento

Pl (Tesis de Licenciatura de C. Lamb y manuscrito en preparación).

G-Desarrollo de líneas celulares

En el momento actual se están desarrollando en el laboratorio lineas celulares obtenidas

a partir de cultivos primarios de 1 tumor ductal PD y de una variante Pl. Estudios prelimares

indican que se trata de células de estirpe epitelial, tumorigénicas, que expresan RE y RP y

que su respuesta proliferativase altera en presencia de hormonas.

H-Nuestro modelo experimental en relación con el cáncer de mama humano.

Alrededor del 75% de los carcinomas de mama humanos invasores son ductales que

metastatizan generalmente en nódulos linfáticos axilares, hueso, pulmón, hígado y cerebro

(Harris et al, 1992). Se postulan distintas etapas evolutivas cuya expresión fundamental es

un incremento progresivo de la agresividad clínica y se asocian a patrones histológicos y

biológicos específicos: lesiones preneoplásicas y lesiones invasoras hormono-dependientes

y hormone-independientes. Según el estadío en que se encuentra el tumor en el momento

del diagnóstico será el tratamiento elegido. Se puede predecir el grado de dependencia

monal evaluando la presencia de RE y RP (Vorherr et al, 1978). Los tratamientos hormonales

incluyen terapias ablativas como la ooforectomía y las terapias aditivas, tratamiento con

hormonas, principalmente tamoxifeno y en estudios recientes se están ensayando

gestágenos.
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Los conocimientos obtenidos en el modelo de útero demostraron los efectos proliferativos

de los estrógenos en el endometrio durante a primera parte del ciclo y el papel de Ia Pg de

diferenciación terminal en la segunda parte. Extrapolando estos conocimientos a la glándula

mamaria se le atribuyó tradicionalmente a los estrógenos un papel estimulador en Ia

ración mamaria, y por Io tanto inductor del cáncer de mama, mientras que a los

nos se los ha considerado como hormonas diferenciadoras (van Lindert et al, 1983). Existen

actualmente numerosas evidencias clínicas y experimentales que sugieren que los

tágenos podrían tener un activo rol proliferativo (Shi et al, 1994; HOI'WÍÍZet al, 1996) en la

glándula mamaria humana, ya que el pico de incorporación de timidina coincide con el pico

de progesterona del ciclomenstrual (Anderson et al, 1988). Con este enfoque los estrógenos

colaborarían con la proliferación celular induciendo la síntesis de los receptores para

gesterona.
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2-Receptor de progesterona:

El RP es un regulador de la transcripción que pertenece a la superfamilia de factores

de transcripción activables por Iigando que incluye a los receptores de hormonas esteroides,

tiroides, retinoides y vitamina D. También pertenece a esta familia un gran grupo de

nas denominadas receptores huérfanos cuyos Iigandos o funciones aún no se conocen

tado en Wlegel, 1996; Evans et al, 1988; Conneer et al, 1992). Los genes se caracterizan

por su organización en dominios funcionales que están conservados en mayor o menor

do entre los miembros de las distintas familias y especies.

El RP pertenece a la familia de receptores de hormonas esteroides que incluye a los

receptores de glucocorticoides (RG), andrógenos (RA), estrógenos (RE) y

des (RM) (Evans, 1988; O’Malley, 1994). Estas proteínas modulares poseen un extremo

terminal donde se encuentra el dominio de unión al Iigando (LBD)que exhibe la mayor

riabilidad con respecto a longitud y secuencia (Evans et al, 1985). Un dominio de unión al

DNA(DBD) que es Ia región más conservada y codifica para dos motivos dedos de zinc

(O'Malley et al, 1987; Yamamoto et al, 1987), secuencias para activación de la transcripción

dependientes de la unión al Iigando (AFs), que se encuentran tanto en la región N-terminal

como la C-terminal y se denominan AF1 y AF2. EI RPcontiene una tercera función de

ción en el extremo N-terminal, la AF3 (Horwitz et al, 1994). Otras funciones incluyen

cias de localización nuclear (Milgromet al, 1989), secuencias que permiten Ia dimerización

de receptores y otras que permiten la asociación con proteínas de shock térmico (HSP)

(O'Malley et al, 1989).

Cuando la hormona se une al RP, éste se disocia de las HSPs (y posiblemente

bién lo haga de otras proteínas represoras) y se dimeriza. Estos dímeros son capaces de

unirse a secuencias especificas en el DNAconocidas como elementos respondedores a

progestágenos (PREs). La secuencia consenso de los PREs al igual que Ia de los otros

ceptores de esta familia (con excepción del RE) consiste en repeticiones invertidas

das por tres nucleótidos (Slater et al, 1989). Los dímeros de receptor interactúan con la
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quinaria de transcripción basal (O'Malley et al, 1992) y co-activadores aumentando o

nuyendo la transcripción de un determinado gen blanco dependiendo de mecanismos que

aún no han sido esclarecidos. En ausencia de hormona los receptores permanecen

dos a HSPs como la HSP 90 y HSP 70 (Toft et al, 1993).

Un paso crítico en Ia activación del receptor es el cambio conformacional inducido por

el ligando (O'Malley et al, 1992), ésto se demostró para el RP donde el LBDpierde

lidad a las proteasas, o utilizando anticuerpos monoclonales (AcMs)que no reconocen a su

epitope una vez que se ha pegado Ia hormona (Edwards et al, 1992). Los receptores

roideos interaccionan con otros factores de transcripción como AP-1 (Muller et al, 1990;

rin et al, 1990) y Rel A(Mi|gromet al, 1986) independientemente de su union al DNA, y

bién recíprocamente afectan sus funciones.

EI RP es un receptor nuclear cuya sintesis es inducida por estrógenos, mientras que

los progestágenos provocan una disminución de sus niveles. Este tipo de regulación

va no se da en todos los tejidos y/o tipos celulares (Perrot-Applanat et al, 1988; Mc Carty et

al, 1988; Green et al, 1988). Hasta el momento sólo se conoce su actividad como dímero

donde cada una de las subunidades unen progesterona (Edwards et al, 1987). Existen por Io

menos dos isoformas, en humanos una de peso molecular (PM) 116 kDa correspondiente al

RPB,y otra menor de PM 94 kDa correspondiente al RPA.La isoforma A es 164 aminoácidos

mas corta en el extremo N-terminal (Horwitz et al, 1987; 1985; Chambon et al, 1988). En el

cáncer de mama humano se han caracterizado ambas isoformas in vitroe in vivo (Horwitzet

al, 1989), con un PM de aproximadamente 81 kDa para la A y 115 kDa para Ia B (Figura 5 ).

Las dos proteinas están codificadas por un único gen bajo el control de dos

res cada uno de los cuales da origen a una subpoblación distinta de mRNAs (Edwards et al,

1989; O'Malley et al, 1989; Chambon et al, 1990; Baker et al, 1997).
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RP-B RP-A

AF-3 AF-1 NLS AF-2

Figura 5: Modelo del receptor de progesterona humano mostrando el sitio de iniciación de la traducción de la

¡soforma B del RP (RP-B) y de la ¡soforma A (RP-A). BUS: segmento exclusivo de la ¡soforma B; DBD: dominio

de unión al DNA;H: región bisagra; LBD: dominio de unión al Iigando; NLS: secuencia de localización nuclear;

AF: secuencias de transactivación.

En el RP de pollo (cRP) las isoformas A y B provienen del mismo gen (Huckaby et al,

1987) y su PM obtenido a partir de un western blot es de 72 kDa y 87 kDa para las isoformas

A y B respectivamente (O'Malley et al, 1989). Estas dos proteínas son producto de la

ducción alternativa del mismo mRNA (O'Malley et al, 1989) como se demostró utilizando

sistemas de transfección de células o sistemas de traducción in vitro donde a partir de un

único mRNAcompleto se obtienen las dos isoformas (Conner et al, 1987a). La deleción del

extremo 5’ del cDNA que incluye el sitio de iniciación para el RPBda lugar a un mRNA

cado y solo se traduce RPA(Conner et al, 1987b). Si se transfectan células que no

san RP con un cDNAcon el codón que codifica para metionina en la posición 129 de la

cuencia codificante (met129) mutado no hay expresión de RPA.Esto indica que la traducción

de la ¡soforma A se da apartir de Ia señal de iniciación (AUG)en esa posición (O'Malley et

al, 1989). Se demostró también en experimentos utilizando genes reporteros que ambas

proteínas activan a genes respondedores a Pg (O’Malley et al, 1989). Tanto RPAy RPBse

encuentran en cantidades equimolares (Schrader et al, 1972) y difieren en 128 aminoácidos

localizados en el extremo N-terminal del CRPB_Esta región del cRP es la más hipervariable

en cuanto al número y composición de aminoácidos y es responsable de modular la

cripción (Guiere et al, 1986). En células humanas ocurre una situación análoga con las dos

isoformas del RP (Horwitz et al, 1983).
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En conejos sólo se ha encontrado un único tipo de proteínas con gran homología al

hRPB (Milgromet al, 1984; Citado en Clarke, 1987). Utilizando sistemas en los cuales

las que carecen del receptor son transfectadas con una de las isoformas del RP se observó

que éstas muestran distintas propiedades de activación de Ia transcripción

mente del tipo de célula transfectado, o del gen reportero utilizado (Horwitz et al, 1993; Mc

Donnel et al, 1993;1994). Por ejemplo, se ha demostrado que la isoforma A es un represor

dominante de la isoforma B. Esto suguiere que las respuestas a progestágenos podrían

tar moduladas por la relación entre las isoformas A y B. Mientras que la segunda tiende a

ser un fuerte activador, la primera puede actuar como un represor dominante. La isoforma A

también disminuye la respuesta de otros receptores hormonales como el de andrógenos,

estrógenos, glucocorticoides, y mineralocorticoides, a sus respectivos Iigandos (Goldman et

al, 1994; Mc Donnel et al, 1994) bajo condiciones donde el RPA es transcripcionalmente

inactivo (Horwitz et al, 1993; Mc Donnel et al, 1993,1994). Los RPAy RPBse encuentran en

una proporción equimolar en eI útero de humanos (Satyaswaroop, 1985), y similares

ciones se han encontrado en células de cáncer de mama en cultivo (Horwitzet al, 1983), si

bien en los tumores la proporción de isoformas varía marcadamente entre pacientes

ham et al, 1995). En roedores, la expresión de la isoforma A predomina sobre la B en una

proporción 3:1 (Walters, 1987). Se conoce poco sobre Ia modulación de Ia expresión de

bas isoformas ¡n vivo,aunque en células en cultivo que expresan el RP la síntesis de Ia

forma B es estimulada preferencialmente por estradiol (E2).De este modo la proporción RPA

y RPBdisminuye significativamente (Clarke et al, 1995). Se han hallado además de los

mRNAs para los hRPBy RPA,dos transcriptos que codifican para una tercer isoforma , la C

(Horwitz et al, 1988) con un PM de 60 kDa. En líneas de células T47D de cancer de mama

existen proteínas que unen progestágenos y antiprogestágenos de manera específica que

tienen un PMde 60 kDa y que no se encuentran en la línea de células HeLa que se sabe no

expresan RP (Miner et al, 1994). AIestudiar el cDNAdel hRPc se encontró un tercer sitio de

iniciación de la transcripción en fase (Met 595) río abajo del sitio de iniciación de la

ción de la isoforma A (met 165). EI PgRCsolo abarca el segundo dominio de dedos de zinc,

secuencias para localización nuclear, y un LBDcompleto (Horwitz et al, 1990). La isoforma
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C solo tiene actividad moduladora de Ia transcripción al ser expresada junto con las

mas A y B regulando la actividad de las mismas (Quinn et al, 1990).

EI RP pega progestágenos sintéticos como R5020 con menor afinidad que las otras

dos isoformas y también une los antiprogestágenos mifepristona, (Ru 38. 486) onapristona

(ZK 28.299) y ZK 112993 específicamente (Baker et al, 1997). AI inmunoprecipitar con

hPRa-6, un anticuerpo monoclonal (AcM)que detecta solo Ia isoforma B (Satyswaroopa et

al, 1988) y revelar un western blot con el AcM C-262 que detecta las tres isoformas

wards et al, 1992) se hallaron dímeros B:Ay B:C. La isoforma C aparece como un duplete lo

que indicaría que se trata de una proteína fosforilable (Horwitzet al, 1989). Los dímeros B:C

se forman aún en presencia de mifepristona y onapristona. Con Ia técnica de gel shift se

demostró que RPCsolo no se une a PREs y que además impide el pegado de RPB,esto se

debería a que la isoforma C carece del primer dominio de dedos de zinc, necesario para la

union al DNA.Por otro lado, se han reportado evidencias de que el RPCpotencia la actividad

transcripcional de las isoformas A y/o B en sistemas de transfección (Quinn et al, 1996).

También se ha reportado la existencia de una variante del ER (TERP-1) que carece de DBD

y regula la actividad transcripcional del ER silvestre (Shupnick, 1996).

La administración de Pg a pollos tratados con E2durante un corto tiempo, disminuye

la capacidad del RP de pegar la hormona (Horwitzet al, 1988), ésto parece ocurrir por una

disminución del mRNAdel RP (Chambon et al, 1987; Katznellenbogen et al, 1988), proceso

conocido como “regulación negativa”. Sin embargo, al administrar Pg durante un período

largo se observa un incremento del RP en el oviducto de pollos (Tuohimaa et al, 1984). Esto

indicaría que Ia capacidad de unión del RP estaría fuertemente afectada por el tratamiento

con esteroides. Para estudiar el destino de las dos isoformas utilizaron los AcMs hPRa-6

que reconoce solo Ia isoforma By PR 22 que reconoce epítopes de ambas (Toft et al, 1986).

La disminución de la sintesis de Ia proteína A es mucho mas rápida que Ia B. Media hora

mas tarde de Ia administración de Pg casi todo el RPAdesaparece del citosol pero aparece

en núcleo. En un western blot revelado con PR22 es posible ver el duplete por fosforilación

(Tuohimaa et al, 1996). La isoforma B también disminuye en el citosol encontrándose el
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nimo a las 6 hs. Luego de 24-48 hs se recuperan los niveles normales. O sea que debido a

estas variaciones podría haber receptores no funcionantes según el estado hormonal

(Spelsberg et al, 1982). Estos resultados están de acuerdo con el hallazgo de una

ción del 40% en el pegado de Iigando por el RP en los mismos animales (Baulieu et al,

1977). La disminución del RP puede estar reflejando nuevas interacciones entre proteínas,

fosforilaciónes, una nueva organización cromatínica (Edwards et al, 1996) que lleva a ocultar

epítopes, o a la degradación del receptor. Se ha demostrado que la disminución del número

de receptores es dependiente de la fosforilación (Horwitzet al, 1988), pero como epítopes

para otros AcMs también desaparecen hay que asumir que parte del receptor se degrada

(Tuohimaa et al, 1995; Katznellenbogen et al, 1988). Es interesante destacar que si bien el

RPBretorna a niveles control, A permanece en alta concentación aún luego de 48-72 hrs.

Se ha propuesto que la activación de la transcripción, unión al DNA (O’Malley et al,

1989), y unión a la hormona (Pratt et al, 1977; Auricchio et al, 1981) son funciones reguladas

por fosforilación, y que los sitios susceptibles de ser fosforilados del RP se encuentran en el

LBD(Horwitz et al, 1989), o DBD (Toft et al, 1988). Pero debido a que estos sitios son

ples ha sido difícil definir roles funcionales o estructurales para estas modificaciones. La

fosforilación ¡n vitro del cRP con la subunidad catalítica de PKA imita Ia disminución de la

movilidad de los receptores que se observa en un gel de poliacrilamida desnaturalizante

(PAGE-SDS) producto del tratamiento con hormona in vivo (Baulieu et al, 1986; O'Malley et

al, 1989; Toft et a/,1988). Esta disminución de la movilidad se revierte con el tratamiento de

fosfatasa alcalina esto lleva a pensar que PKAregularía los efectos sobre la transcripción

mediados por el RP (Weigel et al, 1990).

Estudios de otros factores de transcripción demostraron que la fosforllación puede ser

importante en la translocación al núcleo, unión al DNA, interacción con otras proteínas, y

activación de la transcripción (Treismn et al, 1995). Algunos de los receptores de hormonas

esteroideas pueden ser activados estimulando las vías de las quinasas en ausencia de

monas, y de esta forma se pueden alterar respuestas a antagonistas, esto confirma la

portancia de la fosforilación en la actividad de los receptores esteroideos.
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EI mapeo de péptidos fosforilados sobre los cRPs (Weigel et al, 1990), hRP (Horwitz

et al, 1989; Weigel et al, 1994) y RP de conejo (Milgromet al, 1991; 1994), han demostrado

que estan fosforilados en múltiples lugares y que en el caso de pollos (Weigel et al, 1990) y

humanos (Horwitzet al, 1989), nuevos sitios son fosforilados frente a la unión de la

na. Esta potenciación de la fosforilación está acompañada de un cambio en la movilidadde

ias proteínas en un PAGE-SDS. Lo mismo ocurre para el RG (Munck et al, 1989), y RE

tides et al, 1992; Katzenellenbogen et al, 1994).

Se han reportado cuatro sitios de fosforilación en el chR. Estos se encuentran en

regiones comunes a las isoformas A y B y tienen las secuencias consenso serina-prolina

(ser-pro) (Weigel et al, 1990;1993). Estas secuencias son reconocidas por CDKs (Morgan,

1995), MAPKs, y quinasas activadas por stress (Mahadevan et al, 1994; Davis et al; 1994)

sugiriendo que tendrían algún rol en la activación del RP. Tres sitios se encuentran en la

región N-terminal, de éstos, dos estan fosforilados en ausencia de hormona, mientras que

los restantes sólo se detectan si la misma está presente (Weigel et al, 1990;1993) y el cuarto

se encuentra localizado en la región bisagra (Weigel et al, 1990). El rol correspondiente a

algunos de estos sitios se ha examinado utilizando mutagénesis dirigida. Por ejemplo, la

sustitución de la seiz11por ala bloquea el cambio en la movilidad de la proteína en un

PAGE en presencia de hormona (Weigel et al, 1996). También se han identificado tres sitios

de fosforilación presentes sólo en la isoforma B (Weigel et al, 1994) todos residen en el

minio N-terminal único de esta proteína. Algunos se fosforilan rapidamente pocos minutos

luego de la administración de la hormona, y otro más lentamente (Weigel, 1995). Todos

contienen la secuencia consenso ser-pro (Weigel et al, 1994). Algunos antagonistas como el

mifepristona causan fosforilaciones en los mismos sitios que al estimular con R5020 y otros

como es el caso de onapristona, no (Edwards et al, 1996). De más está decir que el rol de

los muchos sitios de fosforilación del RP aún deben ser descubiertos.
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3-Progesterona y sus antagonistas en carcinomas mamarios

Existen numerosas evidencias de que la Pg, al igual que el E2tiene un fuerte efecto

proliferativo (Nandi et al, 1985; Haslam et al, 1988; Lanari et al, 1997). Pg estimula la

sis de DNAno sólo en el epitelio de los brotes terminales, sino también en el epitelio ductal

(Bresciani, 1971) de la glándula mamaria. Estos efectos pueden ser inhibidos por

nistas de progesterona (Etreby et al, 1991). También se ha involucrado a la Pg en la

nogénesis mamaria en cepas de ratones infectadas con MMTVo en conjunción con la

nistración de carcinógenos químicos (Pazos et al, 1998). En general, Pg administrada

multáneamente o luego del carcinógeno potencia la formación del tumor, mientras que si se

la administra antes inhibe su formación (Welsch, 1985; Russo et al, 1989).

Los antiprogestágenos poseen propiedades antiproliferativas bien documentadas en

modelos animales de cáncer de mama hormono-dependiente como tumores inducidos por

DMBA,NMUy tumores transplantables de ratón de Ia línea MXT(El Etreby et al, 1989). Se

los divide en dos clases: los de tipo I entre los que se encuentra la onapristona que al unirse

al RP impiden el pegado al DNA,y los de tipo II como la mifepristona que se une al RP

mitiendo que éste interaccione con los PREs pero sin activación de la transcripción. La

pristona tiene también propiedades antiglucocrticoides, y en menor proporción

nicas (Ojasoo et al,1986). Se ha reportado que cuando los dos antagonistas son combinados

la inhibición es aditiva, llevando a una remision similar a la inducida por la ovariectomía

jin et al, 1990; Etreby et al, 1989). En sistemas en los cuales se transfectaron líneas

res (que no expresan RP) con la isoforma B se observó un efecto sinérgico sobre la

cripción al estimular con mifepristona y cAMP pero a largo plazo (Klein-Hitpass et al, 1998),

estos resultados son consistentes con el hecho de que la transcripción esté indirectamente

regulada por proteínas coactivadoras cuya actividad estaría controlada por fosforilación

pendiente de AMPc.
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Objetivos generales

Caracterizar la expresión de isoformas del receptor de progesterona (RP) en lineas de

carcinomas de mama murinos progestágeno-dependientes (PD)e independientes (PI).

Correlacionar esta expresión con los patrones de crecimiento y la respuesta tumoral a

hormonas y antihormonas.

Objetivos particulares

1. Definir las condiciones para la caracterización por medio de western blots de la

expresión de las isoformas del RP en tejidos murinos.

En tumores de mama inducidos por acetato de medroxiprogesterona (MPA)de histología

ductal, que expresan alto contenido de receptor de estrógenos y progesterona

investigar:

a) qué isoformas del RP se expresan.

b) si existe una expresión diferencial de las distintas isoformas en respuesta a

progestágenos.

c) si la respuesta diferencial a estrógenos y a antiprogestágenos está asociada a

una diferente expresión de isoformas.

d) si

progestágeno-dependientes e independientes.

existen diferencias en Ia expresión de isoformas entre variantes

Investigar Ia expresión de RP en carcinomas lobulillares de mama inducidos por

progestágenos, que no los expresan por la técnica bioquímica.

En líneas celulares obtenidas en el laboratorio:

Caracterizar la expresión isoformas de las líneas obtenida a partir de un tumor PD y uno

Pl.
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Animales:

Se utilizaron ratones hembra BALB/cde dos meses de edad, provenientes

del bioterio de la Academia Nacional de Medicina. Los animales se alimentaron

con agua y comida ad libitum, con un período de doce horas de luz y doce de

oscuridad.

Transplante de tumores (gasaies) :

Todos los tumores se mantuvieron in vivopor pasajes seriados singeneicos

en hembras. Se implantaron fragmentos de aproximadamente 2-3 mm3 en el

flanco inguinal derecho con un trócar, en forma subcutánea (sc). En el caso de

tumores PD se inocularon contralateralmente 40 mg de MPA depot

(Medrosterona, Laboratorios Gador, Buenos Aires). Se dejaron siempre uno o dos

animales por pasaje sin tratar con hormona para controlar la

dependencia. Los tumores PI se transplantaron solamente en ratones sin tratar

con MPA.

Tumores utilizados:

Se utilizaron tumores ductales inducidos por MPA en el año 1985: familia

C4, C? y tumores inducidos en el año 1989: Ia familia del tumor 59 de histología

ductal y los tumores de histología Iobulillar 55, 60. El tumor 22 surgió en un ratón

sialoadenectomizado y tratado con MPA y el tumor 39 en un ratón tratado con

progesterona (Tabla 2).

EI tumor BET surgió en un experimento donde se investigaban los efectos

de los estrógenos sobre el crecimiento tumoral. Se usó el tumor C7-HI que crecía

sólo en presencia de MPAy regresionaba con pellets de E2de 5mg. Sin embargo,

uno de los tumores comenzó a crecer nuevamente y se Io llamó BET. Este tumor

adquirió simultáneamente Ia capacidad de crecer en forma autónoma y de ser
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resistente a los estrógenos. Posteriormente se demostró que la resistencia a los

estrógenos era un fenómeno reversible y en el momento actual es inhibible por

estrógenos. Para obtener una línea tumoral resistente a los estrógenos, se creó la

línea BET-R que se Ia mantiene en pasajes seriados en animales tratados con
esta hormona.

Los tumores ductales tienen un crecimiento progestágeno-dependiente

(PD). Por distintos métodos se pudieron seleccionar variantes con capacidad de

crecer en ausencia de progestágenos, variantes PI. La tabla 2 resume las

características de los tumores utilizados.

Mantenimiento de líneas celulares :

Medio de cultivo:

DMEMIF12 (Dulbecco’s modified Eagle’s medium: Ham’s F12, 1:1) (Sigma)

sin rojo fenol + sulfato de gentamicina comercial en concentración de 50 mg/I. Se

preparó según las instrucciones del fabricante con agua bidestilada o deionizada

+ 10 % suero fetal bovino (SFB) (Gen S.A., Buenos Aires) decomplementado en

presencia de 10nMPg

Medio de cultivo para obtener las células para realizar western blots (1% SFBch):

DMEMIF12+ 1% SFB decomplementado y adsorbido con carbón-dextrano

(SFBch).

SFB decomplementado (SFB dec):

SFB calentado a 56°C durante treinta minutos.

SFB adsorbido con carbón-dextrano (SFBch):

Se agregó carbón activado (Mallinckrodt)a una concentración final de 5% al

SFB ya decomplementado y se agitó permanente durante 1 hora a 4°C. Luego de

Ia adsorción, el suero se centrifugó dos veces a 12.000 rpm durante 20 minutos.

Se repitió el procedimiento con el sobrenadante pero esta vez se incubó durante

2]



Tabla 2. Tumores utilizadosen este trabajo. Se puede observar que de un tumor PD en algunos
casos se han seleccionado más de una variante Pl.
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ER PR ER PR

Nogg’re Fmoles/mgprot. Nombre Fmoleslmgprot.
xiDS (n=3-8) xiDS n=3-8)

D C4-HD 61:25 198:?0 C4-Hl 52:19 342:263
U CC4-HD' 63:20 171:54 CC4-Hl 34 21o
C 59-Hl 60:8 61:33

X 59-HD 200:37 251:93 59_2_H¡ 146 230
129 961

É 53-HD 146:11 239:185 53-Hl 126 160

S C7-Hl 34:8 160:48
c7-HDb BET 58:30 256:189

BET-Rc 36:33 41:52

L
o
B
u so —
L
| 55 —

L
L 39 —

A
R 22 —

E
s

o.tr

Los valores corresponden a tumores obtenidos de ratones tratados con MPAen eI caso de las PD

' No se dispone más dela línea parental.

: Varianteestrógeno-resistente

y sin tratar con MPAen el caso delos PI.

:Es una variante dela cual se hizo un cultivoprimarioy se inoculónuevamente a un ratón.
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toda Ia noche a 4°C y, finalmente, el suero se centrifugó 5 ó 6 veces hasta

eliminar completamente el carbón. Una vez diluido en el medio de cultivo se

esterilizó por filtración (0,22 u).

Solución de tripsina-EDTA:

Tripsina (Gibco BRL) 0,25%, en PBS (sin Ca++o Mg“).

EDTA (Gibco BRL) 0.2%.

PBS1OX:

o NazHPO4.12H20 (fosfato dibásico de sodio dodecahidratado, Baker):

30.069

o NaH2P04.H20(fosfato monobásico de sodio monohidratado,

Anedra):2.569

o NaCI:87.69

o Se lleva a un litrocon agua deionizada o bidestilada.

Se diluye 1:10 con agua bidestilada.

Líneas celulares utilizadas:

Se usaron 2 líneas celulares derivadas de C4-HD: C4-L1 y C4-L2 y una

línea derivada del tumor C7-HI: C7-L1. In vitro las líneas C4-L2 y C7-L1

responden en forma proliferativa al MPAy la C4-L1 sólo en concentraciones uM.

AI ser reinoculadas ¡n vivo, la línea C4-LI tiene un comportamiento PD mientras

que Ia C4-L2 se asemeja más a una PI. En cuanto a Ia C7-L1 todavia no está

finalizada su caracterización in vivo. Las líneas celulares se mantienen realizando

repiques 1: 10 con tripsina-EDTA cada 7 días. Cuando los cultivos son

confluentes, cuarenta y ocho horas antes de realizar los extractos se reemplazó el

medio de cultivo por medio con 1% de SFBch, para evitar la regulación negativa

de RP. Para los ensayos se utilizaron los siguientes repiques (R): C7-L1 = R18,

C4-L1 = R24 y C4-L2 = R16.
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Caracterización de recegtores de Progesterona usando Ia técnica de
Western bIot :

Pregaración de extractos citosólicos :

Soluciones:

Buffer de lisis: pH 7.4

Tris 20 mM (Baker)

EDTA 1.5mM (Gibco BRL)

DTT 0.25 mM (Sigma)

NazMoO4 20 mM (Sigma)

Glicerol 10% (Raudo)

EI pH se ajustó con KCI0.4M

Combinación de inhibidores de proteasas 0.1% (benzamidina 1mM, EDTA2mM,

pepstatin A 5 ug / mI, Ieupeptin 10 ug / mI, bestatin 1 ug l mI) se prepara como

stock 100X

PMSF 0.1M en etanol absoluto.

Células en cultivo:

Para realizar los extractos citosólicos a partir de células en cultivo, se

Iavaron las mismas en PBS, y se procedió a Ievantarlas con un rastrillo en un

volúmen no mayor de 100 - 200 ul/ frasco de cultivo con buffer de lisis (en frio). EI

homogenato fue sonicado durante 15 segundos a intensidad 5. Se centrifugó 45

minutos a 40.000 rpm con una temperatura de 4°C (ultracentrífuga, SorvaII Combi

Plus). El sobrenadante se guardó inmediatamente a -70°C y en el tanque de N2.

Teiidos

a) Utero de ratón, 48 hs después de tratamiento con log de E2(control positivo).
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b) Músculo de ratón (control negativo)

c) Tumores PD creciendo en presencia de MPA.

d) Tumores PD a los cuales se eliminó el depósito de MPA7 dias antes.

e) Tumores PI.

f) Tumores Iobulillares.

g) Mama normal (ratón virgen de dos meses).

Los tejidos se homogeneizaron en un polytron (Teckmar) seteado en

máximo (70), la operación se repitió dos veces durante 15 segundos en un

volúmen de 0.5 ml de buffer de lisis + 5 ul de Inhibidores de proteasas + 5 ul de

PMSF / 20 mg de tumor. Los pasos siguientes fueron idénticos a los realizados

para obtener extractos de células en cultivo.

Descripción de Ia técnica de western blot:

Se divide en dos etapas y permite detectar niveles de proteína en el orden

de los ug.

a) Electroforesis en gel de poliacriiamida desnaturalizante (SDS-PAGE)

(Hames, 1987), se utiliza un sistema de buffer discontinuo, el mismo está basado

en el método descripto por Laemmli (Laemmli, 1970) (tabla 3). En este tipo de

geles Ia separación se ve afectada por la concentración del gel (acriI/bisacril

29:1).

Elección de la concentración del gel : La separación de las bandas en una

electroforesis en gel de poliacriiamida se refiere a Ia distancia entre las bandas

independientemente del ancho de las mismas. Resolución se refiere a la

separación de las bandas en relación con el ancho de las mismas. La resolución

se ve maximizada por todos los factores que que influencian el grosor de la banda

como ser cantidad de muestra sembrada (no más de 25u| / hoyo). La separación

dependerá del peso molecular (PM),pero no de la carga de la proteína de interés.

Esto se debe a que el SDS es un detergente desnaturalizante que elimina Ia

conformación así como la densidad de carga de Ia proteina. Por Io tanto es
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importante tener en cuenta que el PM que se obtiene es el correspondiente al

polipéptido y no a Ia proteína nativa si ésta es oiigomérica. El PM aparente se

determina comparando la posición de la banda de interés con la posición relativa

de los marcadores de PM. De esta forma es posible calcular el Rf (movilidad de la

proteína bajo estudio referida a Ia movilidad del marcador), donde :

Rf = distancia recorrida por Ia proteína/distancia recorrida por el marcador.

La desnaturalización de las proteínas se hace con calor (90-100 °C, 3-5

minutos) en presencia de exceso de SDS (3 :1) y un agente reductor de enlaces

disulfuro como el B-mercaptoetanol o ditiotreitol la mayoría de los polipéptidos

pegan SDS de una manera directamente proporcional a su peso, por Io tanto

todos los polipéptidos quedan con la misma densidad de carga.

Cantidad ideal de proteína a sembrar es 50-100pg. La concentración de

proteínas se determinó por el método de Lowry. EI gel se corrió durante 30

minutos a 15 mAmp/gel (gel concentrador) y 75-90 minutos a 20 mAmp/gel (gel

separador).

Las proteínas separadas durante la electroforesis se transfirieron a una

membrana de nitrocelulosa. Para esto se arma un “sandwich” en el siguiente

orden: esponja, 3 papeles vvhatman, gel, membrana, 3 papeles whatman, y

esponja. El buffer de transferencia contiene metanol para fijar las proteínas a la

membrana, es por este motivo que se trata de un factor importante a tener en

cuenta. La transferencia se realizó a 80 V durante 2 hs. Para corroborar que Ia

transferencia de las proteínas fue buena la membrana se tiñó con rojo ponceau, y

el gel con coomasie blue.

b) Revelado de las proteínas inmovilizadas sobre la membrana es posible

detectar Ia proteína de interés mediante una unión antígeno-anticuerpo. Para

eliminar posibles interacciones inespecíficas se realizó un bloqueo de dicha
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membrana durante toda la noche (o.n.) a 4°C en 5% leche descremada en PBT

0.1%.

Tabla 3: Protocolo de preparación de geles utilizandoun sistema de buffer discontinuo con SDS

(modificación de Maniatis, 1989).

Solución Gel Concentrador, 5% Gel Separador, 7.5%

H20 4.8 ml 3.4 ml

Acrilamida :bisacrilamida 29:1 2.5 ml 850 ul

SDS 20% 50 ul 25 ul

1.5M Tris-HCI, pH 8.8 2.5 ml

1M Tris-HCI, pH 6.8 --- 625 pl

TEMED 6 ul 5 ul

Persulfato de amonio (APS) 100 ul 50 ul

10%

Luego del bloqueo se lavó Ia membrana en PBT 0.1% y se incubó durante

2 horas con un anticuerpo monoclonal hPra 7 fabricado en ratón (4). Este

anticuerpo reconoce las isoformas A y B del PgR de humano y de ratón. Se Iavó

nuevamente en PBT 0.1% durante 10 minutos (se repitió Ia operación 3 veces) y

se incubó durante 1 hora con el segundo anticuerpo anti Ig de ratón obtenido en

oveja acoplado a peroxidasade rábano. La peroxidasa unida a la membrana se

visualizó con un sustrato que luego de Ia reacción da un producto

quimioluminiscente. La señal se detectó por exposición de ia membrana a una

película fotográfica.

Tabla 4 .'Condiciones de revelado de Membranas

Anticuerpo Dilución (PBT 0.1%) Lavados

1er Ac-anti-h7PgR 1:100 3 PBT 0.1%

2do Ac-anti mousse IgG 1:1500 2 PBT 0.1%; 1 PBS
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Soluciones utilizadas:

Acrilamida 30% (Gibco BRL)

Tris-HCI 1.5M pH 8.8 (Tris, Baker; HCI, Raudo)

Tris-HC! 1.0M pH 6.8 (Tris, Baker; HCI, Raudo)

SDS 20% (Gibco BRL)

Persulfato 10% (APS) (Gibco BRL)

PBS-Tween 0.1% (PBT 0.1%) (Tween 20, Sigma)

PBS pH 7.4

NaCl 0.8% (Sigma)

KCl 0.02% (Sigma)

NazHPO40.144% (Baker)

KH2PO40.024% (Baker)

Cracking Buffer 3X :

SDS 6%

B-mercaptoetanol 15% v/v (Mallinkrodt)

Glicerol 60% (Raudo)

Tris 0.18M pH 6.8

Azul de Bromo Fenol (BPB) 0.006% p/v (Sigma)

Se diluye a 1X con la muestra, o con un volumen de muestra y otro de HZO

destilada si la muestra está muyconcentrada.

Ponceau S :

0.5% Red Ponceau (Sigma) en 1%AcH glacial (Merck para análisis)

Buffer de corrida :

Tris-GIicina-SDS 0.1% (Glicina, Gibco BRL)

Se prepara Tris-Glicina como stock 10X
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Buffer de transferencia :

Tris-GIicina-SDS O.1%-Metanol 20% (Metanol, Merck para análisis)

Coomasie blue :

0.25 gr coomasie brillant blue R-250 (Gibco BRL)

metanol 75%

HZO 75%

AcOH 16%

Marcadores de geso molecular:

Prestained molecular weight markers (Gigco BRL).

Kaleidoscope prestained standards (BioRad)

Membrana de nitrocelulosa:

Trans-Blot transfer Medium (0.2 Um) (BioRad)

Solución de blogueo:

Leche descremada (Molico)5% en PBT 0.1%

Anticuergos:

Anticuerpo monoclonal anti RP: hPRa 7 (NeoMarkers)

Anticuerpo policlonal anti Ig de ratón: Anti-mouse Ig, horseradish linked whole

antibody (Amersham LifeScience)

Sustrato guimioluminiscente:

ECLwestern bloting detection reagent (Amersham LifeScience)

Renaissance western blot chemiluminiscence Reagent (NEN Life Science

Products)

Película fotográfica:
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CUPRIX RP1 (Medical X-Ray film, Agfa).

Método de LOM :

Curva standard de albúmina (Sigma) con valores en un rango desde 0-80 ug (por

duplicado).

Sc1 : CuSO41%, tartrato de Na K 1% en buffer NazCOJNaOH

Se diiuyó Ia muestra 32100 y 5:100. De esta dilución se tomaron 100u| y se

agregaron 0.9 mIde Sc1. Luego de 10 minutos se agregó reactivo de Folin

Ciocalteu, Merck) diluido a la mitad. Se esperó 30 minutos y se midió absorbancia

a una longitud de onda de 750 nm (lector de ELISA).

Estudios in vivo:

Hormonas utilizadas:

17-¡3 estradiol (E2): obtenido de Sigma Co, Missouri. Administrado en forma de

peliets de silastic de 5mg.

Mifegristona: obtenida de Roussei Uclaf, Romainville, Francia. Administrada en

forma sc en concentración de 6.75 mg / kg de peso por día. Se preparó una

solución madre de concentración 22.5 mg / mI y diariamente se preparó la

solución de trabajo 1:100, inyectándose 0.6 mi / ratón. La hormona se diluyó en

solución fisiológica

Onagristona: obtenida de Schering Alemania. Administrada en forma sc en

concentración de 10mg / kg de peso por día. Se preparó una solución madre de

concentración 90 mg /m|, la solución de trabajo se preparó en forma diaria (12100)

inyectando 1 mI / ratón.

En experimentos anteriores se había evaluado el efecto de onapristona y E2sobre

los tumores C7-HI, 59-2-HI, C4-HI y BET (Montecchia et al, enviado). En este

trabajo de Seminario se estudió el efecto sobre 59-HI y sobre CC4-HI y se usó

como control la tinea 59-2-HI. Todos estos tumores tienen un crecimiento PI.
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Cuando los tumores alcanzaron un tamaño aproximado de 25-50 mm2 se

comenzaron los tratamientos dejando un grupo control sin tratar. Se usaron 3-4

ratones por grupo. Los tumores fueron medidos con un calibre Vernier

aproximadamente cada 2-3 días ( largo x ancho) y se graficó área vs tiempo.

Análisis Estadístico:

Para comparar tamaños tumorales en respuesta a distintos tratamientos se

utilizóANOVAy para comparar grupos particulares entre sí “t”de Tukey.

El análisis de los PMs se realizó con el programa Collage ® Image

Analysis Software Version 4.0 ( para Machintosh), Fotodyne Incorporated. EI

mismo traza una recta de regresión con los valores correspondientes a cada

marcador y su movilidad en el gel. Se obtiene entonces Ia recta de regresión y el

desvío estándard (SD) de la misma. En función de estos datos el programa

calcula el PM de cada banda en el gel. Además es posible realizar una

integración del área ocupada con la banda para estimar la intensidad de la misma

(a las cuales se les resta la intensidad correspondiente a la suciedad de fondo.

Con estos datos y a partir de por Io menos dos repeticiones de cada muestra se

calcula el PM medio+/- SD de las bandas de interés, y por otro lado la relación

entre las intensidades de ambas ¡soformasen cada muestra.
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1-Caracterización de receptores de progesterona mediante la técnica de
western bIot:

A-Puesta a punto de la técnica:

Esta es la primera vez que se trabaja con esta técnica en nuestro

laboratorio y fue puesta a punto junto con la Lic.María Fernanda Montecchia.

Eleccióndel buffer gara la gregarción de los extractos citosó/¡cos:

El agregado de ditiotreitol al buffer de lisis mejoró notablemente la

calidad de los westems. Actualmente usamos el mismobuffer que se utiliza para

determinar los RP por la técnica bioquímica con el agregado de inhibidores de

proteasas. Una vez preparados, los extractos se alicuotaron para evitar el uso

de extractos que hayan sido previamente descongelados.

Metanol:

Cabe destacar que cuando se usó metanol de marca Dorwil la

transferencia no fue eficiente. AI reemplazarlo por el de marca Merck (para

análisis) la transferencia fue muy buena observándose bandas muy nítidas y

oscuras al teñir con rojo ponceau la membrana. Por otra parte al teñir el gel con

coomasie blue se confirmó la ausencia de bandas.

Anticuerpos:

El AcM elegido fue el hPRa 7 de NeoMarkers. Para optimizar la

visualización de las bandas se tituló el anticuerpo con un rango de diluciones

entre 12100y 12250.El segundo anticuerpo también se tituló con un rango entre

1:1000 y 1:2500. Se ensayaron tanto anticuerpos nuevos como reusados. A

partir de los resultados obtenidos se eligió la combinación 1:100 (en el caso del

primer ACM),1:1500 (para el segundo ACM)(tabla 4). Para estos ensayos se

decidió no utilizar anticuerpos reusados, aunque se demostró que funcionan

cuando todas las otras condiciones son óptimas.
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Blogueo de Ia membrana:

Para evitar suciedad de fondo se incubó la membrana con los

anticuerpos en presencia de distintas soluciones de bloqueo: PBT 0.1%, PBT

0.1% - leche descremada 5%, PBT 0.1% - leche descremada 3%, y PBT 0.1%

leche descremada 3% - glicina 3%. Se probaron todas las combinaciones

posibles de anticuerpo primario y segundo anticuerpo en presencia o en

ausencia de las soluciones de bloqueo. A partir de los resultados decidimos

utilizar los anticuerpos no bloqueados porque del otro modo las señales

observadas eran muytenues y en algunos casos nulas.

Lavados:

Nuevamente con el objetivo de disminuir la suciedad de fondo se

procedió a variar el número de lavados luego del primer y segundo anticuerpo

resultando la combinación óptima la descripta en la tabla 4.

Marcadores de peso molecular:

Se utilizaron de rutina los marcadores de Gibco (prestained molecular

weight markers) pero para asegurarnos de que las bandas consideradas de
interés fueran las correctas también se corrieron ocasionalmente los

marcadores de BioRad (Kaleidoscope prestained standards). Estos marcadores

poseen cada uno un color distinto de manera que se facilita Ia identificación de

los distintos PM. Esto nos permitió decidir qué marcadores debian ser

eliminados durante la corrida para obtener una mayor separación de las

bandas.

Sustrato guimioluminiscentepara peroxidasa:

Se utilizó ECL (Amersham) obteniéndose un máximo de intensidad de la

señal entre los 2-4 minutos de exposición, mientras que con Reinaissance

(NEN) el máximo se obtuvo entre 10-15 minutos.
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B-Expresión de isoformas de RP en tejidos controles y en el tumor C4-HD

En todos los experimentos se utilizó útero de hembras tratadas con

estradiol (10ug) durante dos días (út + E2) como control positivo. Antes de

extraer los úteros se verificó que los animales estuviesen en estro ya que es el

período donde la expresión del RP es máxima. Como control negativo se utilizó

músculo de estos ratones ya que este tejido no expresa RP. Los geles se

corrieron durante el tiempo necesario para permitir no solo Ia separación de las

dos isoformas sino también la de posibles dupletes producto de modificaciones

en los RP. En la mayoría de los casos se cuidó de no dejar caer el marcador de

68 kDa debido a que se ha reportó un inespecífico de un PM de

aproximadamente 60 kDa correspondiente a la ovoaibúmina (Shyamala et al,

1990). La presencia de esta banda se tuvo en cuenta para corroborar que las

muestras utilizadas contenían proteínas. Esto resultó útil en el caso de múscqu

donde es la única banda que se observa.

En la figura 5 se observan los western blots correspondientes al útero,

músculo y C4-HD obtenido de ratones tratados con MPA (C4-HD+). Se

observan 2 bandas específicas más intensas en útero y C4-HD+ que

corresponderían a las isoformas A y B del ratón cuyos PM están descriptos en

115 y 83 kDa respectivamente (tabla 5). En algunos casos se observó una

banda justo sobre la isoforma B que denominamos B’. En el caso del tumor

C4HD+ la relación entre las intensidades de B y B’ (B/B’) es de 6.26. En un

experimento en el que se utilizó tejido mamario como control se observaron las

bandas A y B aunque con menor intensidad. En consecuencia, se decidió

utilizar en todos los experimentos el útero como control positivo en lugar de la

glándula mamaria. En el músculo no se detectaron bandas correspondientes a

estos PMresultando un buen control negativo. En todas las muestras evaluadas

excepto músculo se observaron tres bandas con PMs de 105, 91 y 69. Para

investigar si eran bandas específicas se corrieron dos membranas gemelas (en
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paralelo), a una de ellas la incubamos con el primer y segundo anticuerpo (fig.

5) y a la otra sólo la incubamos con el segundo anticuerpo (fig. 6). Los

resultados en la figura 6 muestran claramente las tres bandas inespecíficas.

Ocasionalmente en el útero (1/7) y en C4-HD aparece una banda

inmediatamente abajo de la correspondiente a la isoforma A cercano a un PM

de 78 Kda que llamaremos banda X. En la Tabla 5 se muestran las medias de

PM de las distintas bandas mencionadas anteriormente obtenidas en distintos

experimentos y en la Fig 5 se muestra un ejemplo representativo de cada uno

B A
tejido

+ 115.01 i 3.34 84.60 :l: 2.47

músculo -
+ 113.9412.39 82.68i1.11

con

Tabla 5: Pesos moleculares (PM) medios (en Kda) de las distintas isoformas del RP

correspondientes a los controles positivo (útero + E2), negativo (músculo) y el tumor C4-HD

obtenido de ratones tratados con MPA (C4-HD +). Los mismos se obtuvieron con el programa

Collage ® Image Analysis Software. Cada tumor se ensayo al menos 5 veces utilizando

extractos diferentes. .

Se concluye que la línea tumoral C4-HDinducida con MPA tiene
ambas isoformas de RPsimilares a las encontradas en útero.

C- Evaluación de la expresión de isofon'nas del RP en distintas familias de
tumores

i) Familia C4:

Tanto el tumor C4-HD como su variante obtenida de cultivo primario la

CC4-HD, en presencia de MPA expresan el mismo patrón de distribución de
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isoformas (Figura 7). Cuando los tumores se obtienen de ratones sin tratar con

MPAaparece más marcada la isoforma X (Figura 7,calle 5), y este efecto es

mucho más marcado en las 2 van'antes HI donde no sólo es más intensa la

banda X sino también ia de 69 kDa. No hay diferencias perceptibles en la

isoforma B. En la Tabla 6 se muestran las medias de los PM obtenidos en

distintos experimentos.

tumor

+

con

Tabla 6: Pesos moleculares (PMs)medios de las distintas isoformas del RP correspondientes a

la familiaC4. Los mismos se obtuvieron con el programa Collage ® Image Analysis Software. En

todos los casos se ensayaron más de 3 muestras aunque se muestran las cuantificaciones de

los señalados (n).

La proporción A: B varía entre ios distintos tumores de esta familia en un

rango entre 1 y 1.5 con la excepción del tumor C4-HD en ausencia de MPA. En

este caso la proporciónA:Bse eleva hasta 2. Este dato estaria de acuerdo con

el hecho que en esta familia el MPAregularía negativamente más la isoforma A

que la B Io que se ve con mayor claridad en la Fig 9. En la Tabla 7 se muestran

las proporciones de isoformas obtenidas en distintos experimentos.

tejidos NB NX B/x
XiSD (n) XiSD (n) XiSD (n)

út +E2 1.90 :l:0.56 (8) -

C4-HD + 1.27 i 1.59 (4) -

C4-HD - 1.98 i: 0.46 (2) 1.22 (1) 0.97 (1)

C4-HI 1.83 i 1.09 (4) 4.05 :t 1.39(3) 0.59 (1)

CC4-HD + 1.39 :i:0.51 (2) -

CC4-Hl- 1.23 (1) 2.52 i 0.30 (2) 6.92 (1)

(-)No se observó isoformaX en una cantidad que merezca ser tenida en cuenta.
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Tabla 7: Proporción de isoformas del RP en Ia familia C4 y útero prettatado con E2 (út + E2).Los

datos se obtuvierona partir de la integración de las bandas con el progama Collage® Image

Analysis Software. En los casos donde se indica un solo valor este es representativo de otros

tres experimentos que faltan ser cuantificados. La diferencia en la intensidad de las bandas se

observó pero aún no han sido cuantificadas.

Se puede concluir que en la familia C4:

a) El patrón de expresión de isoformas es similar entre el tumor PD en

ausencia de MPAy las variantes Pl, aunque en estas últimas la
intensidad de la banda Xes mucho más marcada.

b) La banda X desaparece cuando los tumores PD son tratados con
MPA.

c) Las dos bandas inespecíficas de 69 kDa aparecen más intensas en
los tumores Pl.

ii) Familia 59:

Las bandas correspondientes a las isoformas A, B y X están presentes en

todos sus miembros excepto en el tumor 59-Hl, con un PM dentro del rango ya

descripto (tabla 8). En este tumor, cuya expresión de isoformas es atípica se

puede notar (Figura 8, calle 1) que la isoforma B está presente con una

intensidad muy baja y en algunos casos no detectable, la isoforma A no está

presente pero sí la X con un PM aproximado de 77 kDa (tabla 8). Por otra parte

la otra variante Pl, el 59-2-Hl tiene un patrón de bandas muy similar al 59-HD en

ausencia de MPA, aunque a igual de lo que ocurría con las variantes Pl de la

familia C4, la banda aparentemente inespecífica de 69 kDa es mucho más

intensa que en los PD. EItratamiento con MPAen esta línea no siempre elimina

completamente la banda X como ocurría con C4 (ver Figuras 8 calles 3 y 4 y

Figura 9, calles 5 y 6), y si regula negativamente la expresión de la isoforma B..

Tomando todas las bandas correspondientes a RP, la regulación negativa por

MPAes muy marcada.

En la Tabla 8 se muestran los PMde las isoformas obtenidas de distintos

experimentos.
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B A
XiSDfl ‘ X:tSD gn) Xis); n

59-HD + 117.48 1:27 (5) 84.72 :l:3.60 (5) 80.82 :t 3.14 (4)

59—HD - 114.20 (1) 81.40 (1) 76.10 (1)

59-HI 114.3514.17 (2) - 76.87 ¿4.00 (6)

59-2-HI 115.73i4.15 (3) 81.80 :l:1.90 (4) 78.80 :t 5.94 (2)
-, No tiene bandas detectables con esta técnica.

Tabla 8: Pesos moleculares (PMs)medios de las distintas isoformas del RP correspondientes a

la familia 59. Los mismos se obtuvieron con el progama Collage ® Image Analysis Soñ'ware

Todos los tumores se ensayaron al menos tres veces, en los casos donde sólo se indica un valor

debe tenerse en cuenta que el experimento se repitió también tres veces. Las bandas están

presentes pero los datos obtenidos aún no fueron cuantificados.

Tumores

En la Tabla 9 se muestra la relación entre las isoformas de los tumores en

distintos experimentos.

AFB AIX BIX
tumores

x :tSD (n) x iSD (n) XiSD (n)

59-HD + 6.37 i 3.02 (3) 2.96 (1) 0.96 3:0.19 (3)

59-HD - 0.96 (1) 2.33 (1) 2.44 (1)

59-Hl ND - ND

59-2-HI 0.96 :t 0.16 (2) 1.27 (1) 1.49 (1)

NDLos valores no pudieron ser determinados porque parecería haber solo

isofonnaXpresente, si bien hay casos donde la isofonna B es muy tenue.

(-) No se observó la isofonna A.

Tabla 9: Proporción de isofonnas del RP enla famllia59. Los datos se obtuvieron a partir de la

integración de las bandas con el progama Collage ® Image Analysis Software. En los casos

donde se indica un solo valor los experimentos se repitieron, la diferencia en la intensidad de las

bandas se observó pero aún no han sido cuantificadas.

Se concluye que en la familia 59:

a) Hay una variante Pl (59-2-HI)que tiene un patrón de expresión de

bandas muy similar a la variante PD en ausencia de MPAy otra

variante PI (59-Hl) la cual expresa la banda X y no la

correpondiente a la isofonna A,
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b) El tratamiento con MPA regula negativamente la expresión de

todas las isoformas, en especial la B y la X.

c) La banda inespecífica de 69 kDaes más intensa en el tumor
HI.

iii) Tumor 53-HD:

En la Figura 9, calles 7 y 8, se puede observar que se expresan las 3

bandas correspondientes a las isoformas B, A y X. En los tumores sin tratar con

MPAla intensidad es mayor en la X que en la A y esta proporción se invierte en

los tumores tratados con ia hormona. También se nota una regulación negativa

por MPA y se observa que la banda de 69 kDa está presente con mayor

intensidad cuando el tumor crece en ausencia del progestágeno (fig.10 calles 7 y

8). En la Tabla 10 se observan los PMobtenidos en distintos experimentos.

B A X
tumores XiSD gm XiSDfl XiSD EL
53-HD + 117.7i 2.54 (4) 80.47 i 2.45 (3) 75.2o (1)

53-HD - 118.00 j: 2.97 (2) 83.10 i 0.99 (2) 76.40 (1)

Tabla 10: Pesos moleculares (PM)medios de las distintas isoformas del RP correspondientes al

tumor 53. Los mismos se obtuvieron con el programa Collage ® Image Analysis Software Cada

tumor se ensayó por lomenos por duplicado.

En la Tabla 11 se muestran ias proporciones entre las isoformas en distintos

experimentos.

AI_B AIX BIX

XiSD (n) XiSD (n) XiSD (n)

53-HD + 1.2 (1) 1.82 (1)

53-HD - 0.31 (1) 0.13 +l- 0.156 (2) 0.40 (1)

(-) a isofon'naX está presente pero aún no se ha determinado su intensidad.
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Tabla 11: Proporción de isoformas del RP en el tumor 53. Los datos se obtuvieron a partir de la

integración de las bandas con el programa Collage ® Image Analysis Software. En los casos

donde se indica un solo valor los experimentos se repitieron, la diferencia en Ia intensidad de las

bandas se observópero aún no han sido cuantificadas

Se concluye que los tumores 53-HDtienen una expresión de bandas

similar a las familias C4-HDy 59-HD, siendo más intensa la banda X en

tumores obtenidos a partir de ratones sin tratar con MPA.El tratamiento

con la hormona regula principalmente en forma negativa la expresión de
esta isoforma.

iv) Familia de C7-Hl y Bet:

Tumor C7-HI

Como se ve en Ia Figura 10, calle 7, en este tumor no se detectó ia

isoforma A, sólo están presentes las isoformas B y X, esta última en

mayor proporción (tabla 12).

Familia Bet:

Los resultados obtenidos con esta familia aún son preliminares. Tanto las

variantes sensibles (Bet) como las resistentes al tratamiento estrogénico

(Bet R) expresan aparentemente la isoforma X y no la A. La intensidad de
esta banda es más fuerte en los tumores extraídos de animales tratados

con estrógenos en el caso del tumor resistente (proporción B/Xdisminuye

a Ia mitad en los tratados con E2 ). En el caso de la variante sensible Bet

tratada oon estradiol ( Bet + E2) la isoforma B parecería no expresarse y

la X se observa en muy baja intensidad (Fig. 10 comparar calles 3 y 4 ).

En la Tabla 12 se muestran los valores obtenidos para cada isoforma.
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tumores

+

(-) No tiene con

Tabla 12:. Pesos moleculares (PM)medios de las distintas isoformas del RP correspondientes a

los tumores de la familia C7-Hl y Bet. Los mismos se obtuvieron con el programa Collage ®

Image Analysis Software. Todos los resultados de la familia Bet provienen de un solo

expen’mentoexcepto el BET-R + que fueron 2 muestras (resultados preliminares).

Estudios preliminares sugieren que los tumores C7-HI,Bet y Bet-R

expresan la isoforma Xpero no la A. El tratamiento estrogénico en los
Raumentaría la intensidad de esta isoforma.

v) Tumores Iobulillares:

Estudios bioquímicos demostraron que los tumores lobulillares inducidos

por MPAno expresan RP, pero siempre cabía la posibilidad de que estuvieran

presentes y truncados, o que no pudieran pegar el ligando. Como se observa en

la Fig. 11, calles 5-8, las únicas bandas que aparecen an algunas muestras

corresponden a marcación inespecífica. Como control se muestra un C4-HD+ y

un C4-Hl. Cabe destacar la fuerte intensidad de las bandas inespecíficas

observadas en útero y los 2 controles positivos.

Se concluye que los tumores lobulillares no tienen RP reconocibles

por el anticuerpo hPR 7.

vi) Líneas celulares:

Las tres líneas celulares surgidas a partir de cultivos primarios de un

tumor PD (C4-L1 y C4-L2) y de otro Pl (C7-Hl) presentan bandas

correspondientes al RPA y RPB (Fig. 12 calles 4, 5 y 6; tabla 14) con una

proporción A: B entre 2.2 (C4-L1) y 2.6 (CY-L1).Un análisis cualitativo entre las
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intensidades de las bandas de las tres líneas refleja una menor proporción de

isoforma A y sobre todo B en la línea C4wL1.

B
celular X:t SD

115.90

118.50

117.40

Tabla 14: Pesos moleculares (PM)medios de las distintas isoformas del RP correspondientes a

las distintas líneas celulares obtenidas a partir de cultivos primarios. Los mismos se obtuvieron

con el programa Collage® Image Analysis Soflware Las tres líneas se ensayaron sólo una vez.

Se concluye que las líneas celulares logradas en el laboratorio a

partir de un tumor PDy uno Pl tienen una expresión similar de isofonnas y
a su vez similar a las que se observan en útero normal.

2- Respuesta in vivo a antihormonas de las líneas tumorales CC4-HIl59-Hl

y 59-2-Hl

En el laboratorio ya se conoce que la línea C7-Hl que hace 2 años

regresionaba con el tratamiento con antiprogestágenos, ahora sólo detiene su

crecimiento. En este trabajo se investigó la capacidad de responder a

antiprogestágenos de la línea CC4FHI y de la 59-HI utilizando como control

positivo de regresión la línea 59-2-HI.

En la Fig. 13A puede observarse que tanto los antagonistas de tipo 1

(onapristona) como los de tipo 2 (mifepristona) no tienen efectos sobre el

crecimiento tumoral del tumor 59-HI con respecto al control, mientras que el

tratamiento con E2indujo una regresión significativa del tamaño tumoral (p<0.01)

entre los días 5 y 50 después de haber comenzado el tratamiento.
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En el caso del tumor CC4-Hl, Figura 13 B, mientrasel tratamiento con E2

fue efectivo desde un principio en inhibir el crecimiento tumoral (p<0.05, a partir

del día 5) ambos antiprogestágenos tardaron más tiempo, haciéndose manifiesto

su efecto inhibidorrecién 15 días después. A pesar de este retardo el efecto

inhibidor es muy notorio.

En la Figura 13 C, se muestra el efecto de las mismas hormonas sobre la

linea 59-2-Hl, donde se observa que los 3 tratamientos son igualmente efectivos

siendo significativas las diferencias de tamaño tumoral a partir del 4t° día para

las 3 hormonas (p<0.05). También se puede observar que la respuesta es

notable a partir del primer día para los estrógenos.

Se concluye que el tumor 59-Hl es resistente al tratamiento con

antiprogestágenos siendo su comportamiento similar al de los tumores

BETy BET-Rcon respecto a este parámetro. El tumor CC4-Hlse considera

sensible al tratamiento al igual que el 59-2-Hl.

3- Relaciónentre patrón de isoformas y respuesta a antiprogestágenos

De los tumores estudiados, el 59-Hl carece de isoforma A y presenta la

isoforma X en todos los experimentos (n=6) expresando, o no, la isoforma B.

Este fue también el que demostró no responder a antiprogestágenos. En

experimentos preliminares (n=1) las líneas Bet y Bet-R, que en trabajos previos

demostramos que eran resistentes a antiprogestágenos, parecen tener un patrón

de bandas similar,donde la única banda que se observa es la correspondiente a

la isoforma X. El tumor C7-Hl en experimentos recientes demostró crecer más

lentamente con mifepristona en lugar de regresionar y también demostró tener
esta única banda X.

Los resultados obtenidos sugieren una posible correlación entre la

ausencia de la banda A y la falta de respuesta a antiprogestágenos. La

banda B parecería estar o no presente, por lo tanto no parece estar

asociada a este patrón de crecimiento.
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útero músculo C4-HD +

Figura 5: Western blot de extractos citosó/¡cos de control positivo (úteros de hembras
pretratadas con Ez), control negativo (músculo de los mismos animales) y un tumor que se sabe
expresa PR. Cada muestra (100 ug) se sembró en un hoyo y el gel se corrió durante 80 minutos.
Las proteínas se transfineron a una membrana de nitrocelulosa y se visualizamn con el AcM
hPRa-7 y reactivo quimioluminiscente. Se observan las ¡soformas Ay B.

1 2 3 4

105kDa_>

91kDa_>

69kDa_>

útero C4-HD +
hPRa-7 + - - +
260 Ac + + + +

Figura 6: Control de inespecificidad del segundo anticuerpo. Los extractos, y condiciones de Ia
electroforesis y revelado de la membrana son idénticos a la figura 5.
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PRA_>PRX9”
M3

útero músculo C4-HD+ CC4-HD+ C4_HD- C+HI CC4-HI

Figura 7: Expresión de las distintas isofonnas del PR en extractos citosólicos de tumores de la
famlia C4. Las proteínas transferidas a la membrana de nitrocelulosa se identificaron con el AcM
hPRa-7. En cada hoyo se sembró igual cantidad de proteínas (100 ug) y es evidente que Ia
banda de 69 kDa que da señal con el segundo anticuerpo solo está presente aquí también y con
mayor intensidad en los tumores Pl (C4-Hly CC4-HI).

59-HI 59-2-Hl 59-HD - 59-HD + músculo út + I;

Figura 8: Análisis de western blot del PR en extractos citosólicos de tumores de la familia 59.
Los extractos se obtuvieron como se describe en materiales y métodos . Cada muestra (100 ug)
se sembró en un hoyo y el gel se corrió durante 80 minutos. Las proteínas se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa y se visualizaron con el AcM hPRa-7 y reactivo quimio/uminiscente.
Se observa que el tumor 59-HIno tiene banda correspondiente a la isofonna A (PR A).



Luisa A. Helguera

PRB_>' __

PRX_.>
\V¿“m

útero músculo C4-HD + C4-HD - 59-HD + 59-HD - 53-HD + 53-HD

Figura 9: Regulación negativa del PR por MPA.Las muestras provenientes de tumores crecidas
con MPA se designan como (+), las crecidas en ausencia del progestágeno como (-). Los
tumores se crecieron con un depot de MPApera a las (-) se les quitó el mismo una semana
antes de preparar los extractos citosólicos. Se sembró 100 ug de proteínas por hoyo. Las
proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se visualizaroncan el AcMhPRa-7
y reactivo quimioluminiscente. En todos los tumores se observa la regulación negativa por MPA.

C7-HI BetR- BetR+ C4-HD+ músculo útero Bet+ Bet

Figura 10:Análisis de las distintas isafarmas del PR con la técnica de western blot en extractos
citosólicos obtenidos de tumores de la familia Bet. Los geles se corrieron durante 90 minutos.
luego las proteínas se transfineron a una membrana de nitrocelulosa. El ACMutilizado para
identificar las bandas fué h PRa-7. Los tumores marcados (+) crecieron con E2 administrado en
forma de pel/ets de silastic de 5 mg. En la calle 1 se puede observar que C7-H1 presenta una
banda de gran intensidad comparada con las otras muestras que corresponde a la ísofonna X.
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útero múscqu C4-HD+ C4-HD- 55 60 39 22

Figura 11: Familia de tumores de orígen lobulillar.Se estudió la expresión del PR en un western
blot. Los extractos citosólicos se prepararon como se describió en materiales y métodos. Las
proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosay se identificaroncon el AcMh PRa-7
y reactivo quimioluminiscente.Nótese la completa ausencia de cualquiera de las isofonnas del
PR en las muestras de orlgen lobulillarcomparadas con los controles positivos (útero y C4-HD).
La banda de inespecífico que se observa tanto en músculo como en todos los demás extractos
indica que si bien no se detectó el PR en las calles 5, 6, 7 y 8 se sembraron protaínas.

útero músculo C4-HD + C+L1 C4-L2 C7-L1 C7-HI

Figura 12: Identificaciónde las distintas isofórrnas del PR en líneas celulares obtenidas a partir
de cultivos primarios de un tumor PD (C4-HD) y otro Pl (C7-Hl). Además del control positivo
(útero) y negativo (músculo) se corrieron muestras de los tumores que originaron las líneas. Los
extractos se realizaron a partir de cultivos celulares en los repiques R 18 para C7-L1, R 24 para
C4-L2y R 16 para C4-L2. Las células se levantaron con bufer de llsis (100 ul) y un rastn'llo. En
todos los hoyos se sembró 100 ug de proteínas. El gel se corn'ódurante 75 minutos.
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Curva de Regresión Tumoral
Línea 59-2-HI

—*—Onapristona
+ Mifepristona
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-— Control
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Figura 13: Regresión del tamaño tumoral en distintas líneas Pl. 59-HI (A),
Hl (B) y 59-2-Hl (C). Los tumores se dejaron crecer hasta que alcanzaron un
tamaño homogéneo, los animales se dividieronen grupos de 3 o 4 y luego se
comenzaron los distintos tratamientos (J). Tanto mifepn'stona como onapristona
se administraron diariamente en forma sc. en concentraciones de 6.75 mg / Kg
de peso y 10 mg / Kg de peso respectivamente. EI 17-,B-estradiol (E2) se
administró como pel/ets de silastic de 5 mg.
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Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran la presencia de las isoformas A

y B en la mayoría de las lineas tumorales obtenidas a partir de adenocarcinomas mamarios

inducidos por MPA.Se ha reportado que estas isoformas podrían tener efectos fisiológicos

diferentes y que la proporción relativa entre ambas también estaría relacionada con los

efectos diferenciales que ejerce la progesterona en distintos tejidos (Graham et al, 1997). En

el humano está descripta una proporción de isoformas A: B de 1:1(Graham et al, 1995),

mientras que en el ratón Schneider et al (1991) describen una proporción 3:1 tanto para el

útero como para la mama normal. En nuestros experimentos usando úteros tratados con E2

se obtuvo una proporción 2: 1. Debido a que es mucho más sencillo trabajar con útero de

ratón que con tejidomamario y teniendo en cuenta que el patrón de bandas es exactamente

igual entre ambos (Schneider et al, 1991), decidimos utilizaren todos los experimentos útero

de ratón como control positivo.

Además de las isoformas descriptas A y B, también detectamos en la mayor parte de

los tumores PD en ausencia de MPA (principalmente en las líneas 53 y 59) y en las PI

respondedoras a antiprogestágenos, una tercer banda la cual denominamos isoformaX cuyo

PM correponde aproximadamente a 78 kDa. Recientemente, Graham et al, 1995, en un

estudio caracterizando las isoformas de RP de 202 tumores humanos RP+ demostraron la

presencia de una banda coincidente de 78 kDa en el 25.7% de las muestras y sugieren que

podria tratarse de una variante de RP. En estos estudios no se hizo ninguna correlación

entre respuesta a terapia, y presencia de esta banda. Analizando nuestros datos se podría

sugerir que en nuestro modelo la presencia de esta banda en conjunción con la isoforma A

seria un buen indiciode respuesta favorable a antiprogestágenos. Cabe destacar que un

tumor que fue estudiado repetidas veces, el 59-Hl que no responde a antiprogestágenos

,carece de la banda A y expresa la X. Resultados preliminares obtenidos en otros 2 tumores

similares en cuanto a la falta de respuesta a antiprogestágenos, tienen el mismo patrón de

bandas. El tumor C7-Hl que responde sólo retardando su crecimiento en presencia de

antiprogestágenos también carece de la isoformaA pero expresa la X.

La isoforma B estuvo siempre presente en todos los tumores, excepto en algunas

muestras del 59-HI y de Bet. En este trabajo no se consideraron las posibles diferencias
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entre posicionamiento de esta banda entre tumores tratados oon MPAy sin tratar oon MPA

porque el número de muestras cuantificadas no alcanza para un análisis estadístico

adecuado. En general la tendencia es que en los tumores tratados con MPAla banda es un

poco superior a la correspondiente en los animales no tratados, lo cual sería coherente con

un pequeño desplazamiento hacia arriba debido a fosfon'laciones. Ocasionalmente también

se detectaron dupletes en esta banda. En este momento se están repitiendo estos

experimentos para poder cuantificary analizar estas posibles diferencias.

Con respecto a la isoforma C, recientemente descripta en tejidos humanos (Wei et al,

1997), no podemos identificarla con este anticuerpo ya que el PM de la isoforma C (60 kDa)

coincide con el de albúmina y esta proteina es inmunoreactiva para este anticuerpo

(Shyamala et al 1990).

En trabajos previos (Lanari et al, 1998) ya habíamos demostrado que el MPA inducia

una regulación negativa de los RP. En este trabajo de Seminario se confirman estos

resultados y además se ve que esta regulación es un pooo diferente en los distintos tumores

PD. En los tumores C4-HD y 53-HD la isoforma que disminuye principalmente es la A en

cambio en el 59-HD hay una disminución más marcada de Ia B y X , y en menor proporción

de la A. Nuevamente se requiere un número de muestras más grande para hacer el análisis

estadístico correspondiente. En humanos se ha decripto que existe una proporción equimolar

de isoformas (Scheridan et al, 1989) y se propone que los progestágenos inducirían una

regulación negativa de ambas (Feil et al, 1988). Por otra parte los estrógenos, los

reguladores principales del RP, inducirían un aumento de isoforma B disminuyendo la

proporción relativa entre A y B (Graham et al, 1995).

El tumor Bet-R difiere de la línea parental Bet en su respuesta a los estrógenos. El Bet

regresiona con el tratamiento estrogénico, mientras que el Bet-R no altera su crecimiento en

presencia de E2. Este patrón de respuesta diferencial no se ve reflejado en cambios

observables de patrón de bandas del RP. AI tratarlo con E2 se vió un aumento en la

intensidad de la banda X. Si bien se ensayaron sólo 2 muestras, éstos resultados son

coincidentes con los resultados bioquímicos donde demostramos que los E2 aumentan
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significativamente la expresión de los RP por la técnica bioquímica (Montecchia et al, enviado

a publicar). Los resultados obtenidos con Bet tratado con E2 muestran que habría una

disminución de RP. Por técnicas biquímicas se demostró que los estrógenos pueden

estimular o inhibirla expresión de RP según el grado de regresión tumoral. Para establecer

alguna conclusión debemos repetir estos estudios en paralelo realizando la técnica

bioquímica.

Se ha planteado que en ocasiones receptores truncados podrían estar

permanentemente activados simulando la acción del ligando (Fuqua et al, 1991). En este

caso estos tumores serían negativos por técninas de binding. En el laboratorio también

tenemos líneas de tumores inducidos por MPA de histologia lobulillar que no expresan

receptores de progesterona cuantificados por la técnica bioquímica. Los estudios realizados

en este trabajo demuestran claramente la ausencia de isoformas A,B y X que sean

inmunoreactivas en estos tumores. Para descartar por completo esta hipótesis se deberían

usar anticuerpos que reconocieran otros epitopes.

Por últimohemos estudiado la expresión de estas isoformas en lineas celulares que

se están desarrollando en el laboratorio. Fue curioso notar que tanto las 2 líneas derivadas

de C4-HD como la linea derivada de C7-L1 tuvieran un patrón de expresión idéntico. Cabe

recordar que la isoformaX está presente muy tenue sólo en alguna de las muestras de

HD en ausencia de MPAy el patrón que se oberva es muy simlar al C4-HD+ o sea sin la

isoforma X. El tumor C7-Hl por otra parte del cual deriva la línea C7-L1, tenía ausente la

isoforma A y sólo mostraba la X. En el Western Blot que mostramos, si bien es de un solo

experimento se ve claramente que es la isoforma A la que está presente y no la X. Estos

resultados nos llevarían a pensar que la expresión de una u otra isoforma estaría dada por

mecanismos regulatorios. Es difícilpensar en fosfon’lacionesya que la diferencia de PM entre

78 y 83 es bastante considerable. Los extractos de las líneas celulares se hicieron

preincubando las mismas durante 48 hs con medio de cultivoen presencia de 2.5% de suero

adsorbido con carbón para evitar una posible regulación por hormonas.
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Se ha reportado que los receptores de esteroides puede ser activados por otras vías

de transducción de señales sin necesidad de que el Iigando natural esté presente.Por

ejemplo se ha demostrado que EGF puede tener efectos estrogénicos (Ignar-Trowbridge,

1992) y que el RP puede ser activado por AMPc, siendo en este caso la isoforma involucrada

la B (Edwards et al, 1993). Resultados recientes de nuestro laboratorio sugieren que el RP

está involucrado en el crecimiento tumoral en algunas líneas de crecimiento Pl como la

Hl donde oligonuclétidos antisentido dirigidos contra el sitio de iniciación de la traducción de

la isoforma A del RP inhiben el crecimiento (Tesis de Licenciatura de C. Lamb). Habíamos

sugerido que en estos tumores los RP estarían activados por alguna otra vía. El patrón

diferente observado en los tumores HD creciendo con MPA con respecto a la variante PI

sugeriría que este crecimientono se debería a un aumento de sensibilidadde progestágenos

circulantes o sintesis de progesterona endógena.

Un resultado curioso que merece ser estudiado es que en muchas muestras de

tumores Pl aparecieron muy intensas las bandas de 105, 91 y 69 kDa que corresponden a

bandas inespecíficas del 2d° anticuerpo. Estos podría deberse a que: a) el segundo

anticuerpo cruza con alguna proteína cuya expresión es regulada en ciertos tumores, b)

estamos identificando bandas que corresponden a RP, pero su PM coincide con el de una

proteína inespecífica y c) que ambas ocurran. Esto se investigará en próximos experimentos

cambiando el segundo anticuerpo utilizado.

En resumen, en este trabajo se demuestra por primera vez la expresión de isoformas

de RP en adenocarcinomas mamarios murinos; se observa una tercer banda compatible con

una variante de RP que está presente en Iamayoria de los tumores. Resultados preliminares

sugieren que la ausencia de isoformaA parecería estar asociada a la falta de respuesta a

antiprogestágenos. El tratamiento hormonal regularía diferencialmente la expresión de las
distintas isoformas en diferentes tumores.

49



CONCLUSIONES



Luisa A. Helguera

- Logramos definir las condiciones experimentales para lograr cuantificar la expresión de

isoformas de RP por western blots en tejidos murinos.

- Demostramos la presencia de la isoforma B de PM 115 kDa, de la isoforma A de PM 83

kDa y de una “isoforma” de menor PM correspondiente a 78 kDa que hemos llamado X .

- Los datos obtenidos sugieren que el tratamiento con MPA en los tumores PD regulan

negativamente la expresión de la isoforma X en los tumores que la expresan (59-HDy

HD), la isoforma A (C4-HD, 59-HD y 53-HD) y a la B, principalmente en las lineas 53-HD

y 59-HD y en menor magnitud en la C4-HD.

- Las variantes Pl respondedoras a antiprogestágenos presentan un patrón de bandas

similar a las variantes PD en ausencia de MPA (tumor 59-2-HI) o con mayor intensidad

en la banda X (tumor CC4-HI).

- Demostramos la ausencia de la isoformaA en el tumor 59-Hl que demostró ser resistente

al tratamiento con antiprogestágenos. El hecho de que resultados preliminares con otros

tumores que también son resistentes a antiprogestágenos indicarían que éstos

carecerían de la isoforma A, sugiere el compromiso de esta isoforma en la respuesta a
antihormonas.

- Demostramos una correspondencia entre los resultados obtenidos por la técnica

bioquímica y los western blots en cuanto a la regulación hormonal con MPA y E2 y en

cuanto a la ausencia de RP en tumores lobulillares.

- Demostramos la expresión similar de isoformas A y B en líneas celulares obtenidas a

partir de un tumor PD y de uno Pl.

En este trabajo se demuestra en adenocarcinomas mamarios murinos la

presencia de las 2 isoformas clásicas descriptas para el RP (Ay B) además de una de

menor PM presente en algunos tumores. Los resultados obtenidos, si bien son

preliminares, sugieren por primera vez una correlación entre expresión diferencial de

isoformas y hormona-dependencia.
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Fe de Erratas

Todas las correcciones que aquí se indican fueron hechas en el

manuscrito entregado en la Universidad de Buenos Aires, Facultad de

Ciencias Exáctas y Naturales.

Agradecimientos:

Párrafo 1 (p.1), línea 4 (L4). Donde dice: A Caro y Fer por haberme enseñado

todos los “trucos"que a ellas tanto les costó aprender.

Debe decir: A Caro y Fer por haberme enseñado todos los “trucos” que a ellas

tanto les costó aprender.

p.1, ¡.6. Donde dice: ...ambiente cálido y confortable para en donde es posible

expresarse con total libertad.

Debe decir: ...ambiente cálido y confortable en donde es posible expresarse con

total libertad.

p.6, |.1. Donde dice: ...Gisellpor su disposición...

Debe decir: ...Gisell por su disposición...

p.10, l.1. Donde cice: Sergio lglésias.

Debe decir: Sergio Iglesias.

p.10, I.3. Donde dice: ...a el por el tiempo dedicado...

Debe decir: ...a él por el tiempo dedicado...

Introducción:

Página 1 (pg.1), p.1, l.3. Donde dice: ...acetato de medroxiprogesterona (MPA)

((Lanariet al

Debe decir: ...acetato de medroxiprogesterona (MPA)(Lanari et al

pg.1, Figura 1. En el óvalo donde dice: Carcinomas lobulillares. RE+/—,RP+/—,

PI, R-.

Debe decir: Carcinomas lobulillares. RE+/-, RP+/-, PI, R—.EGF+.

Pg.5, Tabla 1. En sensibilidad a hormonas para carcinomas lobulillares, donde

dice: No retrogradan en respuesta a es-Trógenos.
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Debe decir: No retrogradan en respuesta a es-trógenos.

Pg.9, p.1, |.2. Donde dice: ...de los estrógenos en el endometrio durante a

primera parte del ciclo...

Debe decir: ...de los estrógenos en el endometrio durante Ia primera parte del

ciclo...

pg.11, p.2, |.6. Donde dice: ...y Rei A(Mi|grom et al, 1986)...

Debe decir: : ...y Rel A (Milgrom et al, 1986)...

pg.12, Figura 5. En el modelo del RP humano, debajo de cada dominio

aparecen los siguientes números: 1, 16, 56, 63, 68 y 93. Estos corresponden a

la cantidad de aminoácidos que forma cada dominio y por un error en ia

impresión no se ve el último dígito. Los números antes mencionados deben

cambiarse por: 1, 165, 567, 633, 680 y 933.

pg.13, anteúitima línea. Donde dice: El PgRCsolo abarca el segundo dominio de

dedosde zinc,

Debe decir: El RPCsólo abarca el segundo dominiode dedos de zinc,

pg.14, |.4. Donde dice: (Satyswaroopa et al, 1988).

Debe decir: (Satyswaroop et al, 1988).

pg.16, p.2, |.15. Donde dice: Algunos antagonistas como el mifepristona...

Debe decir: Algunos antagonistas como la mifepristona...

pg.17. p.1, |.5. Donde dice: ...(Etreby et al, 1991).

Debe decir: ...(EI Etreby et al, 1991).

pg.17. p.2, |.10. Donde dice: ...(Etreby et al, 1989).

Debe decir: ...(Ei Etreby et al, 1989).

pg.20, p.3. |.2. Donde dice: Se utilizaron tumores ductales inducidos por MPAen

el año 1985: familia C4, C7 y...

Debe decir: Se utilizaron tumores ductales inducidos por MPA en el año 1985:

familia C4, C7, 53 y...

pg.20, p.4, |.2. Donde dice: Se usó el tumor C7-Hi que crecía solo en presencia

de MPA...

Debe decir: Se usó el tumor C7-HDque crecía solo en presencia de MPA...
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pg.24, p.2, I.3. Donde dice: ...con un rastrillo en un volúmen no mayor de...

Debe decir: ...con un rastrillo en un volumen no mayor de...

pg.24, última línea. Donde dice: Utero

Debe decir: Útero.

pg.25, p.2, l.3. Donde dice:...volúmen de 0.5 ml...

Debe decir: ...volumen de 0.5 ml... l

pg.25, p.5, l.5. Donde dice:...maxim¡zada por todos los factores que que

influencian el grosor...

Debe decir: ...maximizada por todos los factores que influencian el grosor...

pg.27, p.1, I.6. Donde dice: ...acoplado a peroxidasade rábano.

Debe decir: ...acoplado a peroxidasa de rábano.

Pg.27,tabla 4. Donde dice: 1er Ac-anti-h7PgR.

Debe decir: 1er Ac-anti-hPRa-7.

Resultados:

pg.33, p.4, l.6. Donde dice: 111500(para el segundo ACM)...

Debe decir:..., 121500(para el segundo anticuerpo policlonal)...

pg.35, p.1, l.6. Donde dice: ...para permitir no solo la separación...

Debe decir: : ...para permitir no sólo la separación...

pg.36, p.1, l.4. Donde dice: Ocasionalmente en el útero (1/7) y en C4-HD...

Debe decir: Ocasionalmente en el útero y en C4-HD...

pg.36, leyenda de la tabla 5. Donde dice: Pesos moleculares (PM) medios (en

Kda) de las...

Debe decir: Pesos moleculares (PM)medios (en kDa) de las...

Donde dice: Cada tumor se ensayó al menos...

Debe decir: Cada tejido se ensayó al menos...

pg.37, p.2, l.2. Donde dice: ...en el tumor C4-HD+ y C4-HD -es que la

Debe decir: ...en el tumor C4-HD+ y C4-HD- es que la

pg.38, anteúltima línea. Dice: Las diferencias no son estadísticamente

significativas (A : B disminuye... Pero no se puede decir si las diferencias son
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estadísticamente significativas o no porque se trata de un único valor. Aún hace

falta repetir estos experimentos para aumentar el número de la muestra, y

entonces sí estaremos en condiciones de hacer las pruebas estadísticas

correspondientes.

En todas las leyendas de las figuras en las que se muestran resultados de

western blot. Donde dice PR, debe decir RP.

Figura 10. Leyenda. I.5. Donde dice: En la calle 1 se puede observar que C7-H1

presenta una... I

Debe decir: En la calle 1 se puede observar que C7-Hl presenta una...

pg.42, p.1, l.1. Donde dice: ...(Fig. 10 comparar calles 3 y 4).

Debe decir: ...(Fig. 10 comparar calles 7 y 8).

Figura 11: Donde dice C4-HD -.

Debe decir C4-Hl.

Figura 11. Última linea. Donde dice: ...5, 6, 7 y 8 se sembraron protaínas.

Debe decir: ...5, 6, 7 y 8, se sembraron proteínas.

pg.43. Tabla 14. La leyenda dice pesos moleculares medios de las distintas

isoformas del receptor de progesterona. Pero no se trata de medias +/- SD sino

de valores únicos.

pg.43, p.3, l.4. Donde dice: ...tratamiento con progestágenos.

Debe decir: ...tratamiento con antiprogestágenos.
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Figuras:

Figura 8:

PRB __.__>

PRA_>
PRX—>

59-HI 59-2-HI 59-HD- 59-HD + músculo út + E2

Figura 10:

PRB__>

PRA ,
PRX ___>

C7-HI Bet R - Bet R + C+HD + múscqu útero Bet + E Bet
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Figura 12:

útero múscqu C4-HD + C4-L1 C4-L2 C7-L1 C7-Hl
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