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Abreviaturas:

AcM: anticuerpo monoclonal

AF: secuencias de transactivacion

CDK: kinasa dependiente de ciclinas

cRP: receptor de progesterona de pollo
DMBA: dimetilbenzantraceno

E>: 17-p-estradiol

EGF: factor de crecimiento epidérmico
FGF: factor de crecimiento fibroblastico
hRP: receptor de progesterona humano
HSP: proteinas de shock térmico

IGF: factor de crecimiento simil insulina
LBD: sitio de unién al ligando

MAPK: kinasa activada por mitégenos

MNU: metilnitrosourea

MPA: acetato de medroxiprogesterona
mRNA: RNA mensajero

Ovx: ovariectomizado

PAGE -SDS: electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante con SDS
PD: progestageno-dependiente

Pg: progesterona

Pl: progestageno-independiente

PM: peso molecular

PRE: sitios del DNA a los que se une el RP
RA: receptores androgeénicos

RE: receptores de estrégenos

R-EGF: receptores del factor de crecimiento epidérmico

]
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RG:
RM:
RP:
SC.:
SFB ch
SFB
TGFB:

receptores de glucocorticoides
receptores de mineralocorticoides
receptores de progesterona
subcutaneo

suero fetal bovino charcolizado
suero fetal bovino

factores de transformacion tipo
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|- Adenocarcinomas mamarios inducidos por progestagenos.
A- Modelo Experimental:

En nuestro laboratorio se han desarrollado una serie de modelos experimentales de ade-
nocarcinomas mamarios murinos en ratones BALB/c inducidos por la administracion exclusi-
va de los progestagenos acetato de medroxiprogesterona (MPA) ((Lanari et al, 1986; Moli-
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 MPA con el carcinégeno quimico metilni-
trosourea (MNU) (Pazos et al, 1992). Los tumores inducidos con MPA son en su mayoria
carcinomas ductales que expresan altos niveles de receptores para estrogenos (RE) y pro-
gesterona (RP), y niveles no detectables de receptores para factor de crecimiento epidérmico
(R-EGF) (Figura 1).

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

MPA

Carcinomas lobulillares
RE+/-, RP+/-, Pl, R-

Espontaneos MPA + MNU

Figura 1: Induccién de adenocarcinomas mamarios en ratones hembras BALB/c. Se adminisira MPA depot sc,
40mg cada 3 meses durante un afio o bien se implanta un pellet de 40mg cada 6 meses. La latencia de apari-
cién de los tumores es mayor al afio. Pg: se administra en pellets de silastic de 40mg cada 6 meses. La latencia
de aparicién de los tumores es de 52 semanas. El MNU se administra en dosis de 50mg/kg de 'peso, s.c., una
semana después o antes de MPA segun el protocolo. Los tumores tienen una latencia de aparicién de 28 se-
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 patron de crecimiento dependiente
de progestagenos (PD), es decir, crecen rapidamente en animales tratados con MPA o con
Pg, lentamente y después de aproximadamente dos meses en hembras sin tratar y después
de 6 meses en ratones ovariectomizados. Cuando esporadicamente el tumor comienza a
crecer en los animales no tratados con MPA (Figura 2) surge lo que denominamos una va-
riante progestageno-independiente (Pl), es decir capaz de crecer sin el aporte exdgeno de
hormonas. Para continuar realizando estudios con los tumores PD, se descongelan tumores
de pasajes previos.

lineas tumorales Pl

BALB/c con
carcinoma
de mama

Figura 2: Obtencién de lineas tumorales PD y PI. Se transplanta el tumor primario a dos ratones tratados con
MPA (20mg depot, subcutaneo, contralateral al transplante tumoral) y a dos ratones sin tratar. Los tumores
ductales crecen s6lo en los tratados con MPA durante los dos a tres primeros meses de seguimiento. Cuando el
tumor alcanza un tamano aproximado de 10-15 mm de diametro, se transplanta a otros dos ratones tratados, o
no, con MPA y asi sucesivamente controlando la hormono-dependencia, es decir que el tumor no crezca du-
rante dos meses en los ratones sin tratar. Para seleccionar una variante Pl, se espera hasta que empiece a
crecer un tumor en los animales sin tratar y se lo transplanta a animales sin tratar y asi sucesivamente.
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El MPA induce también, aunque en menor proporcién carcinomas lobulillares. Estos tu-
mores no expresan RE ni RP, o si lo hacen los pierden durante los primeros pasajes. Si bien
durante los primeros pasajes algunos pueden responder al estimulo hormonal, luego se ha-
cen completamente auténomos o Pl. Los carcinomas lobulillares expresan receptores de
EGF (R-EGF). Estos tumores presentan una histologia similar a los carcinomas mamarios
que surgen espontaneamente en hembras multiparas BALB/c. En la Figura 3 se muestra

una curva de crecimiento tipica de un tumor ductal PD y la de un lobulillar.
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Figura 3: Curvas de crecimiento tumoral de un tumor ductal de comportamiento PD (A) y otra de un tumor de

histologia lobulillar (B) creciendo en presencia o ausencia de MPA.
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A diferencia del MPA, la Pg induce una alta proporcion de carcinomas lobulillares (Figura
1). Cada una de las lesiones tumorales descriptas esta precedida por alteraciones morfologi-
cas propias; los carcinomas ductales estan asociados a lesiones preneoplasicas ductales y
los lobulillares a lesiones preneoplasicas lobulillares. Estas lesiones son comparables a las

lesiones preneoplasicas observables en la mama humana.

Independientemente de la hormona inductora, los carcinomas lobulillares y ductales tie-

nen los mismos patrones biolégicos de crecimiento y expresion de receptores. En la tabla 1

se resumen las principales caracteristicas de los tumores ductales y lobulillares.

Tabla 1. Caracteristicas morfol6gicas y biolégicas de los carcinomas

lobulillares y ductales.

PARAMETRO CARCINOMAS DUCTALES CARCINOMAS LOBULILLARES
Induccién MPA, ocasionalmente Pg Pg, MNU, espontaneos, ocasional-
mente MPA.
RP: 50 - 1000 fmol/mg proteina. RP: 0 - 100 fmol/mg proteina.
Receptores RE: 20 - 200 fmol/mg proteina. RE: 0 - 50 fmol/mg proteina.
Hormonales La expresién de receptores se | La expresién de receptores se pierde
mantiene en pasajes singeneicos. | en pasajes singeneicos.
R-EGF No detectables. Niveles siempre > de 5 fmol/mg pro-
teina.
R-Prolactina Entre 6 y 32 fmol/mg proteina. Entre 9 y 33 fmol/mg proteina.

Preneoplasias

Hiperplasias ductales.

Hiperplasias lobulillares.

Progestageno-dependientes.
Se pueden originar variantes
progestageno-independientes

No incrementan su crecimiento en
respuesta a progestédgenos.

Sensibilidad Retrogradan con estrégenos y No_ relrogradan_en respgesta a es-
a antiprogestagenos. Trégenos o antiprogestagenos.
hormonas Se pueden originar variantes
insensibles a estr6genos.
Todas las variantes conservan los
RP y RE.
Crecimiento Crecimiento lento. Crecimiento rapido.
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, fibroblastico, poca | Escaso, fibroblastico, necrosis, poca
Estroma necrosis, infiltracion linfomonoci- | infiltracién celular.
taria e histiocitaria.
Ganglios regionales, pulmén, | No, en tumores inducidos por Pg.
Metastasis higado. Pulmonares en tumores espontaneos

en multiparas
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B. Regulacién de la induccién tumoral por MPA

Tanto la sialoadenectomia como la ovariectomia (ovx) previas al tratamiento con MPA,
disminuyen significativamente la incidencia tumoral y los tumores inducidos muestran los
mismos patrones histologicos y bioldgicos de los tumores que aparecen en animales no ope-
rados (Figura 4). Los animales tratados con MPA tienen niveles de EGF aumentados tanto
en glandula salival como en suero (Kordon et al, 1994). La sialoadenectomia previene el au-
mento de EGF sérico, que aparentemente actuaria en conjunto con el MPA en la glandula
mamaria (Molinolo et al, 1998).

receptores androgénicos
de glandulas salivares

3
e

.

& cancer de

mama

Figura 4: Cofactores en la induccién de carcinomas mamarios. La sialoadenectomia y la ovariectomia disminu-
yen la incidencia de adenocarcinomas mamarios inducidos por MPA. El MPA induce un aumento de EGF sérico
sintetizado en gldndulas salivares que, actuando conjuntamente con el MPA, favorece la induccion de adeno-
carcinomas mamarios. El trofismo de la gldndula mamaria normal es mantenido por los ovarios, lo que indirec-
tamente favorece la induccién de adenocarcinomas mamarios.
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C- Regulacién del crecimiento de adenocarcinomas mamarios in vivo

Como ya se menciond anteriormente, los tumores PD crecen en presencia de MPA o Pg,
crecen después de 6 meses muy lentamente en animales ovx (Figura 3) y no crecen en ani-
males que han sido ovx y adrenalectomizados. Los tumores regresionan completamente en
presencia de 17-f Estradiol (Ez). Las variantes Pl pueden responder en algunos casos a la
estimulacion con MPA; en otros el crecimiento es tan rapido que no hay diferencias significa-
tivas entre tumores tratados y no tratados. La flutamida (antiandrégeno) no modifica la tasa
de crecimiento, mientras que los antiprogestagenos mifepristona y onapristona, al igual que
el E; inducen regresion tumoral. El crecimiento de los carcinomas lobulillares no es modula-

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

D- Variantes resistentes al tratamiento hormonal

Si bien los tumores ductales tanto PD como Pl regresionan con tratamiento estrogénico,
ocasionalmente se generan tumores resistentes (“estrégeno-resistentes”), o sea que crecen

a pesar de la presencia de la hormona inhibidora.

E- Regulacién del crecimiento de adenocarcinomas mamarios in vitro.

Usando cultivos primarios de una de las lineas tumorales PD, la C4-HD, se demostré que
MPA y Pg estimulan la proliferacion celular en un rango de concentraciones de 1-10nM,
mientras que se necesitan concentraciones mayores de glucocorticoides (GC) y andrégenos
para inducir un efecto similar. Tanto el E; como los antiprogestagenos inhiben la proliferacion
celular inducida por MPA (Dran et al, 1995). En cuanto a los factores de crecimiento, se ob-
servo que los TGFBs tienen efectos inhibitorios, el EGF y los IGFs no tienen efecto prolifera-
tivo por si mismos y los FGFs | y Il tienen un significativo efecto proliferativo (Lanari et al,
1997). En los cultivos de fibroblastos del estroma tumoral el MPA y E> no afectan la prolifera-
cién, mientras que los antiprogestagenos pueden ejercer un pequefo efecto proliferativo,
probablemente mediado por el receptor de glucocorticoides. Todos los factores de creci-

miento mencionados anteriormente estimularon significativamente la proliferacion celular.
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F- Rol del RP en el crecimiento PD y Pl

Utilizando oligonucledtidos antisentido del RP se inhibié la proliferacion en cultivos prima-
rios de un tumor PI. En cultivos de un tumor PD el bloqueo del RP inhibe también la estimu-
lacion inducida por factores séricos y por FGFs, lo que sugiriere que los RP serian efectores
finales de distintas vias proliferativas y que los RP juegan un rol funcional en el crecimiento

P! (Tesis de Licenciatura de C. Lamb y manuscrito en preparacion).

G- Desarrollo de lineas celulares

En el momento actual se estan desarrollando en el laboratorio lineas celulares obtenidas
a partir de cultivos primarios de 1 tumor ductal PD y de una variante PI. Estudios prelimares
indican que se trata de células de estirpe epitelial, tumorigénicas, que expresan RE y RP y

qgue su respuesta proliferativa se altera en presencia de hormonas.

H- Nuestro modelo experimental en relacién con el cancer de mama humano.

Alrededor del 75% de los carcinomas de mama humanos invasores son ductales que
metastatizan generalmente en nddulos linfaticos axilares, hueso, pulmén, higado y cerebro
(Harris et al, 1992). Se postulan distintas etapas evolutivas cuya expresion fundamental es
un incremento progresivo de la agresividad clinica y se asocian a patrones histologicos y
biologicos especificos: lesiones preneoplasicas y lesiones invasoras hormono-dependientes
y hormono-independientes. Segun el estadio en que se encuentra el tumor en el momento
del diagnéstico sera el tratamiento elegido. Se puede predecir el grado de dependencia hor-
monal evaluando la presencia de RE y RP (Vorherr et al, 1978). Los tratamientos hormonales
incluyen terapias ablativas como la ooforectomia y las terapias aditivas, tratamiento con anti-
hormonas, principalmente tamoxifeno y en estudios recientes se estan ensayando antipro-

gestagenos.
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Los conocimientos obtenidos en el modelo de utero demostraron los efectos proliferativos
de los estrégenos en el endometrio durante a primera parte del ciclo y el papel de la Pg de
diferenciacion terminal en la segunda parte. Extrapolando estos conocimientos a la glandula
mamaria se le atribuyé tradicionalmente a los estrégenos un papel estimulador en la prolife-
racién mamaria, y por lo tanto inductor del cancer de mama, mientras que a los progestage-
nos se los ha considerado como hormonas diferenciadoras (van Lindert ef a/, 1983). Existen
actualmente numerosas evidencias clinicas y experimentales que sugieren que los proges-
tagenos podrian tener un activo rol proliferativo (Shi et a/, 1994; Horwitz et al, 1996) en la
glandula mamaria humana, ya que el pico de incorporacion de timidina coincide con el pico
de progesterona del ciclo menstrual (Anderson et a/, 1988). Con este enfoque los estrogenos
colaborarian con la proliferacion celular induciendo la sintesis de los receptores para pro-

gesterona.
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2- Receptor de progesterona:

El RP es un regulador de la transcripcion que pertenece a la superfamilia de factores
de transcripcién activables por ligando que incluye a los receptores de hormonas esteroides,
tiroides, retinoides y vitamina D. También pertenece a esta familia un gran grupo de protei-
nas denominadas receptores huérfanos cuyos ligandos o funciones aln no se conocen (ci-
tado en Wiegel, 1996; Evans et al, 1988; Conneely ef al, 1992). Los genes se caracterizan
por su organizacion en dominios funcionales que estan conservados en mayor o menor gra-

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), andrégenos (RA), estrogenos (RE) y mineralocorticoi-
des (RM) (Evans, 1988; O'Malley, 1994). Estas proteinas modulares poseen un extremo N-
terminal donde se encuentra el dominio de unién al ligando (LBD) que exhibe la mayor va-
riabilidad con respecto a longitud y secuencia (Evans et a/, 1985). Un dominio de unién al
DNA (DBD) que es la region mas conservada y codifica para dos motivos dedos de zinc
(O'Malley et al, 1987; Yamamoto et al, 1987), secuencias para activacion de la transcripcion
dependientes de la unién al ligando (AFs), que se encuentran tanto en la regién N-terminal
como la C-terminal y se denominan AF1 y AF2. El RPcontiene una tercera funcién de activa-
cion en el extremo N-terminal, la AF3 (Horwitz et al, 1994). Otras funciones incluyen secuen-
cias de localizacion nuclear (Milgrom et a/, 1989), secuencias que permiten la dimerizacion
de receptores y otras que permiten la asociacién con proteinas de shock térmico (HSP)
(O'Malley et al, 1989).

Cuando la hormona se une al RP, éste se disocia de las HSPs (y posiblemente tam-
bién lo haga de otras proteinas represoras) y se dimeriza. Estos dimeros son capaces de
unirse a secuencias especificas en el DNA conocidas como elementos respondedores a
progestagenos (PREs). La secuencia consenso de los PREs al igual que la de los otros re-
ceptores de esta familia (con excepcion del RE) consiste en repeticiones invertidas separa-

das por tres nucleétidos (Slater ef al/, 1989). Los dimeros de receptor interactuan con la ma-

10
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quinaria de transcripcién basal (O'Malley et al, 1992) y co-activadores aumentando o dismi-
nuyendo la transcripcion de un determinado gen blanco dependiendo de mecanismos que
aun no han sido esclarecidos. En ausencia de hormona los receptores permanecen asocia-
dos a HSPs como la HSP 90 y HSP 70 (Toft et al, 1993).

Un paso critico en la activacion del receptor es el cambio conformacional inducido por
el ligando (O'Malley et al, 1992), ésto se demostro para el RP donde el LBD pierde sensibi-
lidad a las proteasas, o utilizando anticuerpos monoclonales (AcMs) que no reconocen a su
epitope una vez que se ha pegado la hormona (Edwards ef a/, 1992). Los receptores este-
roideos interaccionan con otros factores de transcripciéon como AP-1 (Muller et a/, 1990; Ka-
rin et al, 1990) y Rel A(Milgrom et a/, 1986) independientemente de su union al DNA, y tam-

bién reciprocamente afectan sus funciones.

El RP es un receptor nuclear cuya sintesis es inducida por estrégenos, mientras que
los progestagenos provocan una disminucién de sus niveles. Este tipo de regulacion negati-
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 soélo se conoce su actividad como dimero
donde cada una de las subunidades unen progesterona (Edwards ef al/, 1987). Existen por lo
menos dos isoformas, en humanos una de peso molecular (PM) 116 kDa correspondiente al
RPg, y otra menor de PM 94 kDa correspondiente al RPa. La isoforma A es 164 aminoéacidos
mas corta en el extremo N-terminal (Horwitz ef al, 1987; 1985; Chambon et a/, 1988). En el
cancer de mama humano se han caracterizado ambas isoformas in vitro e in vivo (Horwitz et

al, 1989), con un PM de aproximadamente 81 kDa parala Ay 115 kDa para la B (Figura 5 ).

Las dos proteinas estan codificadas por un unico gen bajo el control de dos promoto-
res cada uno de los cuales da origen a una subpoblacion 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

1 16 56 63 68 a3

AF-3 AF-1 NLS AF-2

Figura 5: Modelo del receptor de progesterona humano mostrando el sitio de iniciacién de la traduccién de la
isoforma B del RP (RP-B) y de la isoforma A (RP-A). BUS: segmento exclusivo de la isoforma B; DBD: dominio
de unién al DNA; H: regién bisagra; LBD: dominio de unién al ligando; NLS: secuencia de localizacién nuclear;

AF: secuencias de transactivacion.

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 proteinas son producto de la tra-
duccién alternativa del mismo mRNA (O'Malley et a/, 1989) como se demostrd utilizando
sistemas de transfeccidon de células o sistemas de traduccion in vitro donde a partir de un
unico mRNA completo se obtienen las dos isoformas (Connely et a/, 1987a). La delecion del
extremo 5’ del cDNA que incluye el sitio de iniciacién para el RPg da lugar a un mRNA trun-
cado y solo se traduce RPA (Connely et al, 1987b). Si se transfectan células que no expre-
san RP con un cDNA con el codén que codifica para metionina en la posiciéon 129 de la se-

cuencia codificante (met'*®)

mutado no hay expresion de RPa. Esto indica que la traduccion
de la isoforma A se da apartir de la sefal de iniciacion (AUG) en esa posicion (O'Malley et
al, 1989). Se demostrdé también en experimentos utilizando genes reporteros que ambas
proteinas activan a genes respondedores a Pg (O'Malley et a/, 1989). Tanto RPA y RPg se
encuentran en cantidades equimolares (Schrader et al, 1972) y difieren en 128 aminoacidos
localizados en el extremo N-terminal del cRPg _Esta region del cRP es la mas hipervariable
en cuanto al numero y composicion de aminoacidos y es responsable de modular la trans-
cripcion (Guiere et al, 1986). En células humanas ocurre una situacion analoga con las dos

isoformas del RP (Horwitz ef a/, 1983).
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En conejos solo se ha encontrado un unico tipo de proteinas con gran homologia al
hRPg (Milgrom et al, 1984; Citado en Clarke, 1987). Utilizando sistemas en los cuales célu-
las que carecen del receptor son transfectadas con una de las isoformas del RP se observé
que éstas muestran distintas propiedades de activacion de la transcripcion independiente-
mente del tipo de célula transfectado, o del gen reportero utilizado (Horwitz et a/, 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 progestagenos podrian es-
tar moduladas por la relacion 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 andrégenos,
estrogenos, glucocorticoides, y mineralocorticoides, a sus respectivos ligandos (Goldman et
al, 1994; Mc Donnel et al, 1994) bajo condiciones donde el RPx es transcripcionalmente
inactivo (Horwitz et al, 1993; Mc Donnel et al, 1993;1994). Los RP,y RPg se encuentran en
una proporcion equimolar en el utero de humanos (Satyaswaroop, 1985), y similares propor-
ciones se han encontrado en células de cancer de mama en cultivo (Horwitz et al, 1983), si
bien en los tumores la proporcidon de isoformas varia marcadamente entre pacientes (Gra-
ham et al, 1995). En roedores, la expresion de la isoforma A predomina sobre la B en una
proporcién 3:1 (Walters, 1987). Se conoce poco sobre la modulacién de la expresion de am-
bas isoformas in vivo, aunque en células en cultivo que expresan el RP la sintesis de la iso-
forma B es estimulada preferencialmente por estradiol (E;). De este modo la proporcion RPa
y RPg disminuye significativamente (Clarke et al/, 1995). Se han hallado ademas de los
mRNAs para los hRPg y RP4, dos transcriptos que codifican para una tercer isoforma , la C
(Horwitz et al, 1988) con un PM de 60 kDa. En lineas de células T47D de cancer de mama
existen proteinas que unen progestagenos y antiprogestagenos de manera especifica que
tienen un PM de 60 kDa y que no se encuentran en la linea de células HelLa que se sabe no
expresan RP (Miner et al, 1994). Al estudiar el cDNA del hRP¢ se encontré un tercer sitio de
iniciacion de la transcripcion en fase (Met 595) rio abajo del sitio de iniciacion de la traduc-
cion de la isoforma A (met 165). El PgR¢ solo abarca el segundo dominio de dedos de zinc,

secuencias para localizacion nuclear, y un LBD completo (Horwitz et a/, 1990). La isoforma
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C solo tiene actividad moduladora de la transcripcion al ser expresada junto con las isofor-

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

El RP pega progestagenos sintéticos como R5020 con menor afinidad que las otras
dos isoformas y también une los antiprogestagenos mifepristona, (Ru 38. 486) onapristona
(ZK 28.299) y ZK 112993 especificamente (Baker et a/, 1997). Al inmunoprecipitar con
hPRa-6, un anticuerpo monoclonal (AcM) que detecta solo la isoforma B (Satyswaroop.a et
al, 1988) y revelar un western blot con el AcM C-262 que detecta las tres isoformas (Ed-
wards et al, 1992) se hallaron dimeros B:A y B:C. La isoforma C aparece como un duplete lo
que indicaria que se trata de una proteina fosforilable (Horwitz et al, 1989). Los dimeros B:C
se forman aun en presencia de mifepristona y onapristona. Con la técnica de gel shift se
demostro que RPc¢ solo no se une a PREs y que ademas impide el pegado de RPg, esto se
deberia 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 RP¢ potencia la actividad
transcripcional de las isoformas A y/o B en sistemas de transfeccion (Quinn et a/, 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 administracién de Pg a pollos tratados con E, durante un corto tiempo, disminuye
la capacidad del RP de pegar la hormona (Horwitz ef a/, 1988), ésto parece ocurrir por una
disminucion del mMRNA del RP (Chambon et al, 1987; Katznellenbogen et al/, 1988), proceso
conocido como “regulacion negativa”. Sin embargo, al administrar Pg durante un periodo
largo se observa un incremento del RP en el oviducto de pollos (Tuohimaa et al, 1984). Esto
indicaria que la capacidad de unién del RP estaria fuertemente afectada por el tratamiento
con esteroides. Para estudiar el destino de las dos isoformas utilizaron los AcMs hPRa-6
que reconoce solo la isoforma B y PR 22 que reconoce epitopes de ambas (Toft et a/, 1986).
La disminucion de la sintesis de la proteina A es mucho mas rapida que la B. Media hora
mas tarde de la administracién de Pg casi todo el RPa desaparece del citosol pero aparece
en nucleo. En un western blot revelado con PR22 es posible ver el duplete por fosforilacion

(Tuohimaa et al, 1996). La isoforma B también disminuye en el citosol encontrandose el mi-

14



Luisa A. Helguero

nimo a las 6 hs. Luego de 24-48 hs se recuperan los niveles normales. O sea que debido a
estas variaciones podria haber receptores no funcionantes segun el estado hormonal
(Spelsberg et al, 1982). Estos resultados estan de acuerdo con el hallazgo de una disminu-
cion del 40% en el pegado de ligando por el RP en los mismos animales (Baulieu et a/,
1977). La disminucion del RP puede estar reflejando nuevas interacciones entre proteinas,
fosforilaciénes, una nueva organizacion cromatinica (Edwards et al, 1996) que lleva a ocultar
epitopes, o a la degradacion del receptor. Se ha demostrado que la disminucion del nuamero
de receptores es dependiente de la fosforilacion (Horwitz et al, 1988), pero como epitopes
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

RPgretorna a niveles control, A permanece en alta concentaciéon aun luego de 48-72 hrs.

Se ha propuesto que la activacion de la transcripcion, union al DNA (O 'Malley et al,
1989), y unién a la hormona (Pratt et al, 1977, Auricchio et al, 1981) son funciones reguladas
por fosforilaciéon, 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 multi-
ples ha sido dificil definir roles funcionales o estructurales para estas modificaciones. La
fosforilacion in vitro del cRP con la subunidad catalitica de PKA imita la disminucion 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 disminucion de la movilidad se revierte con el tratamiento de
fosfatasa alcalina esto lleva a pensar que PKA regularia los efectos sobre la transcripcion
mediados por el RP (Weigel et al, 1990).

Estudios de otros factores de transcripcion demostraron que la fosforllacién puede ser
importante en la translocacion al nucleo, unién al DNA, interaccion con otras proteinas, y
activacion de la transcripcion (Treismn et al, 1995). Algunos de los receptores de hormonas
esteroideas pueden ser activados estimulando las vias de las quinasas en ausencia de hor-
monas, y de esta forma se pueden alterar respuestas a antagonistas, esto confirma la im-

portancia de la fosforilacion en la actividad de los receptores esteroideos.
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El mapeo de péptidos fosforilados sobre los cRPs (Weigel ef al/, 1990), hRP (Horwitz
et al, 1989; Weigel et al, 1994) y RP de conejo (Milgrom et al, 1991; 1994), han demostrado
que estan fosforilados en mdltiples lugares y que en el caso de pollos (Weigel et a/, 1990) y
humanos (Horwitz et a/, 1989), nuevos sitios son fosforilados frente a la unién de la hormo-
na. Esta potenciacion de la fosforilacion estéa acompariada de un cambio en la movilidad de
las proteinas en un PAGE-SDS. Lo mismo ocurre para el RG (Munck et a/, 1989), y RE (No-
tides et al, 1992; Katzenellenbogen et al, 1994).

Se han reportado cuatro sitios de fosforilacion en el cPgR. 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), MAPKSs, y quinasas activadas por stress (Mahadevan et al, 1994; Davis et al, 1994)
sugiriendo que tendrian algun rol en la activacion del RP. Tres sitios se encuentran en la
regién N-terminal, de éstos, dos estan fosforilados en ausencia de hormona, mientras que
los restantes solo se detectan si la misma esta presente (Weigel et al, 1990;1993) y el cuarto
se encuentra localizado en la region bisagra (Weigel et al, 1990). El rol correspondiente a
algunos de estos sitios se ha examinado utilizando mutagénesis dirigida. Por ejemplo, la
sustitucion de la se”'" por ala bloquea el cambio en la movilidad de la proteina en un SDS-
PAGE en presencia de hormona (Weigel et al, 1996). También se han identificado tres sitios
de fosforilacion presentes solo en la isoforma B (Weigel et al, 1994) todos residen en el do-
minio N-terminal unico de esta proteina. Algunos se fosforilan rapidamente pocos minutos
luego de la administracion de la hormona, y otro mas 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 mas esta decir que el rol de

los muchos sitios de fosforilacion del RP aln 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 E; tiene un fuerte efecto
proliferativo (Nandi et al, 1985; Haslam et al, 1988; Lanari et al, 1997). Pg estimula la sinte-
sis de DNA no so6lo en el epitelio de los brotes terminales, sino también en el epitelio ductal
(Bresciani, 1971) de la glandula mamaria. Estos efectos pueden ser inhibidos por antago-
nistas de progesterona (Etreby et al, 1991). También se ha involucrado a la Pg en la carci-
nogénesis mamaria en cepas de ratones infectadas con MMTV o en conjuncién con la admi-
nistracion de carcinogenos quimicos (Pazos et al, 1998). En general, Pg administrada si-
multaneamente o luego del carcindégeno potencia la formacion del tumor, mientras que si se

la administra antes inhibe su formaciéon (Welsch, 1985; Russo ef al, 1989).

Los antiprogestagenos poseen propiedades antiproliferativas bien documentadas en
modelos animales de cancer de mama hormono-dependiente como tumores inducidos por
DMBA, NMU y tumores transplantables de ratén de la linea MXT (EIl Etreby et a/, 1989). Se
los divide en dos clases: los de tipo | entre los que se encuentra la onapristona que al unirse
al RP impiden el pegado al DNA, y los de tipo Il como la mifepristona que se une al RP per-
mitiendo que éste interaccione con los PREs pero sin activacion de la transcripcion. La mife-
pristona tiene también propiedades antiglucocrticoides, y en menor proporcion antiandrogé-
nicas (Ojasoo et a/,1986). Se ha reportado que cuando los dos antagonistas son combinados
la inhibicidon es aditiva, llevando a una remision similar a la inducida por la ovariectomia (Kli-
jin et al, 1990; Etreby et al, 1989). En sistemas en los cuales se transfectaron lineas celula-
res (que no expresan RP) con la isoforma B se observo un efecto sinérgico sobre la trans-
cripcion al estimular con mifepristona y cCAMP pero a largo plazo (Klein-Hitpass ef al, 1998),
estos resultados son consistentes con el hecho de que la transcripcidn esté indirectamente
regulada por proteinas coactivadoras cuya actividad estaria controlada por fosforilacion de-

pendiente de AMPc.
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Objetivos generales

Caracterizar la expresion de isoformas del receptor de progesterona (RP) en lineas de
carcinomas de mama murinos progestageno-dependientes (PD) e independientes (PI).
Correlacionar esta expresion con los patrones de crecimiento y la respuesta tumoral a

hormonas y antihormonas.

Objetivos particulares

1.

Definir las condiciones para la caracterizacion por medio de western blots de la

expresion de las isoformas del RP en tejidos murinos.

En tumores de mama inducidos por acetato de medroxiprogesterona (MPA) de histologia
ductal, que expresan alto contenido de receptor de estrogenos y progesterona

investigar:

a) qué isoformas del RP se expresan.

b) si existe una expresion diferencial de las distintas isoformas en respuesta a
progestagenos.

c) si la respuesta diferencial a estrégenos y a antiprogestagenos esta asociada a
una diferente expresion de isoformas.

d) si existen diferencias en la expresion de isoformas entre variantes

progestageno-dependientes e independientes.

Investigar la expresion de RP en carcinomas lobulillares de mama inducidos por

progestagenos, que no los expresan por la técnica bioquimica.
En lineas celulares obtenidas en el laboratorio:

Caracterizar la expresion isoformas de las lineas obtenida a partir de un tumor PD y uno
Pl
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Animales:

Se utilizaron ratones hembra BALB/c de 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 periodo de doce horas de luz y doce de

oscuridad.

Transplante de tumores (pasajes) :

Todos los tumores se mantuvieron in vivo por pasajes seriados singeneicos
en hembras. Se implantaron fragmentos de aproximadamente 2-3 mm® en el
flanco inguinal derecho con un trécar, en forma subcutanea (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 hormono-
dependencia. Los tumores Pl se transplantaron solamente en ratones sin tratar
con MPA.

Tumores utilizados:

Se utilizaron tumores ductales inducidos por MPA en el afo 1985: familia
C4, C7 y tumores inducidos en el afio 1989: la familia del tumor 59 de histologia
ductal y los tumores de histologia lobulillar 55, 60. El tumor 22 surgié en un ratén
sialoadenectomizado y tratado con MPA y el tumor 39 en un ratén tratado con
progesterona (Tabla 2).

El tumor BET surgié en un experimento donde se investigaban los efectos
de los estrégenos sobre el crecimiento tumoral. Se usé el tumor C7-HI que crecia
solo en presencia de MPA y regresionaba con pellets de E, de 5mg. Sin embargo,
uno de los tumores comenzd a crecer nuevamente y se lo llamé BET. Este tumor

adquirié simultaneamente la capacidad de crecer en forma auténoma y de ser
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resistente a los estrogenos. Posteriormente se demostré que la resistencia a los
estrogenos era un fenémeno reversible y en el momento actual es inhibible por
estrogenos. Para obtener una linea tumoral resistente a los estrogenos, se cred la
linea BET-R que se la mantiene en pasajes seriados en animales tratados con
esta hormona.

Los tumores ductales tienen un crecimiento progestageno-dependiente
(PD). Por distintos métodos se pudieron seleccionar variantes con capacidad de
crecer en ausencia de progestagenos, variantes Pl. La tabla 2 resume las

caracteristicas de los tumores utilizados.

Mantenimiento de lineas celulares :

Medio de cultivo:
DMEM/F12 (Dulbecco’s modified Eagle’'s medium: Ham's F12, 1:1) (Sigma)

sin rojo fenol + sulfato de gentamicina comercial en concentracion de 50 mg/l. Se

prepard segun las instrucciones del fabricante con agua bidestilada o deionizada
+ 10 % suero fetal bovino (SFB) (Gen S.A., Buenos Aires) decomplementado en
presencia de 10nM Pg

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

DMEM/F12 + 1% SFB decomplementado y adsorbido con carbén-dextrano
(SFBch).

SFB decomplementado (SFB dec):

SFB calentado a 56°C durante treinta minutos.

SFB adsorbido con carbén-dextrano (SFBch):

Se agregd carbon activado (Mallinckrodt) a una concentracion final de 5% al
SFB ya decomplementado y se agitd permanente durante 1 hora a 4°C. Luego de
la adsorcidn, el suero se centrifugd dos veces a 12.000 rpm durante 20 minutos.

Se repiti6 el procedimiento con el sobrenadante pero esta vez se incubd durante
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Tabla 2. Tumores utilizados en este trabajo. Se puede observar que de un tumor PD en algunos

casos se han seleccionado mas de una variante P,

ER PR ER PR
NO;I'II;) e Fmoles/mg prot. Nor:lbre Fmoles/mg prot.
x+DS (n=3-8) x£DS (n=3-8)
5| C4HD 61425 | 198+70 | C4-HI | 5219 |342+263
g| CC4-HD* | 63:20 | 17154 | CCa-HI | 34 210
c ?
T| S9HD | 200:37 | 251203 | gy | SO0 | 61433
A
129 | 961
L| S3HD | w6t |29u185) S3HI | jo0 | e
- CT-HI | 34:8 | 160+48
C7-HD® BET | 58:30 |256+189
BET-R® | 36433 | 41452
L
0
B
u 60 : s
L
| 55 i i
L
L 39 - .
A
R 22 . :
E
s

a :Es una variante de la cual se hizo un cultivo primario y se inoculé nuevamente a un raton.

b: No se dispone més de la linea parental.

c¢: Variante estrégeno-resistente

Los valores corresponden a tumores obtenidos de ratones tratados con MPA en el caso de las PD
y sin tratar con MPA en el caso de los Pl.
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toda la noche a 4°C y, finalmente, el suero se centrifugd 5 6 6 veces hasta
eliminar completamente el carbon. Una vez diluido en el medio de cultivo se

esterilizo por filtracion (0,22 p).

Solucién de tripsina-EDTA:
Tripsina (Gibco BRL) 0,25%, en PBS (sin Ca™ o Mg™).
EDTA (Gibco BRL) 0.2%.

PBS 10X:
e Na;HPO,.12H,0 (fosfato dibdsico de sodio dodecahidratado, Baker):
30.06g
¢ NaH,PO,.H,O(fosfato monobasico de sodio monohidratado,
Anedra):2.56g
e NaCl:87.6g
e Se lleva a un litro con agua deionizada o bidestilada.

Se diluye 1:10 con agua bidestilada.

Lineas celulares utilizadas:

Se usaron 2 lineas celulares derivadas de C4-HD: C4-L1 y C4-L2 y una
linea derivada del tumor C7-HI: C7-L1. In vitro las lineas C4-L2 y C7-L1
responden en forma proliferativa al MPA y la C4-L1 s6lo en concentraciones puM.
Al ser reinoculadas in vivo, la linea C4-LI tiene un comportamiento PD mientras
que la C4-L2 se asemeja mas a una PIl. En cuanto a la C7-L1 todavia no esta
finalizada su caracterizacion in vivo. Las lineas celulares se mantienen realizando
repiques 1. 10 con tripsina-EDTA cada 7 dias. Cuando los cultivos son
confluentes, cuarenta y ocho horas antes de realizar los extractos se reemplazo el
medio de cultivo por medio con 1% de SFBch, para evitar la regulacién 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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Caracterizacién de receptores de Progesterona usando la técnica de
Western blot :

Preparacién de extractos citosdlicos :

Soluciones:

Buffer de lisis: pH 7.4

Tris 20 mM (Baker)

EDTA 1.5mM (Gibco BRL)

DTT 0.25 mM (Sigma)

Na,MoQO, 20 mM (Sigma)

Glicerol 10% (Raudo)

El pH se ajusté con KCI 0.4M

Combinacion de inhibidores de proteasas 0.1% (benzamidina 1mM, EDTA 2mM,
pepstatin A 5 ug / ml, leupeptin 10 ug / ml, bestatin 1 ug / ml) se prepara como
stock 100X

PMSF 0.1M en etanol absoluto.

Células en cultivo:

Para realizar los extractos citosélicos a partir de células en cultivo, se
lavaron las mismas en PBS, y se procedid a levantarlas con un rastrillo en un
volimen no mayor de 100 — 200 ul/ frasco de cultivo con buffer de lisis (en frio). El
homogenato fue sonicado durante 15 segundos a intensidad 5. Se centrifugd 45
minutos a 40.000 rpm con una temperatura de 4°C (ultracentrifuga, Sorvall Combi

Plus). El sobrenadante se guardé inmediatamente a -70°C y en el tanque de N,.

Tejidos

a) Utero de ratdn, 48 hs después de tratamiento con 1ug de E; (control positivo).
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b) Musculo de ratén (control negativo)

¢) Tumores PD creciendo en presencia de MPA.

d) Tumores PD a los cuales se elimino el depésito de MPA 7 dias antes.
e) Tumores PI.

f) Tumores lobulillares.

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

Los tejidos se homogeneizaron en un polytron (Teckmar) seteado en
méaximo (70), la operacion se repiti6 dos veces durante 15 segundos en un
volumen de 0.5 ml de buffer de lisis + 5 pl 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.

Descripcion de |a técnica de western blot:

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

de los pug.

a) Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE)
(Hames, 1987), se utiliza un sistema de buffer discontinuo, el mismo esta basado
en el método descripto por Laemmli (Laemmli, 1970) (tabla 3). En este tipo de
geles la separacion se ve afectada por la concentraciéon del gel (acril/bisacril
29:1).

Eleccidon de la concentracion del gel : La separacion de las bandas en una
electroforesis en gel de poliacrilamida se refiere a la distancia entre las bandas
independientemente del ancho de las mismas. Resolucion se refiere a la
separacion de las bandas en relaciéon con el ancho de las mismas. La resoluciéon
se ve maximizada por todos los factores que que influencian el grosor de la banda
como ser cantidad de muestra sembrada (no mas de 25ul / hoyo). La separacion
dependera del peso molecular (PM), pero no de la carga de la proteina de interés.
Esto se debe a que el SDS es un detergente desnaturalizante que elimina la

conformacion asi como la densidad de carga de la proteina. Por lo tanto es
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importante tener en cuenta que el PM que se obtiene es el correspondiente al
polipéptido y no a la proteina nativa si ésta es oligomérica. E| PM aparente se
determina comparando la posicion de |la banda de interés con la posicion relativa
de los marcadores de PM. De esta forma es posible calcular el Rf (movilidad de la

proteina bajo estudio referida a la movilidad del marcador), donde :

Rf = distancia recorrida por la proteina/distancia recorrida por el marcador.

La desnaturalizacion de las proteinas 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 mayoria de los polipéptidos
pegan SDS de una manera directamente proporcional a su peso, por lo tanto
todos los polipéptidos quedan con la misma densidad de carga.

Cantidad ideal de proteina a sembrar es 50-100ug. La concentracién de
proteinas se determind por el método de Lowry. El gel se corrid durante 30
minutos a 15 mAmp/gel (gel concentrador) y 75-90 minutos a 20 mAmp/gel (gel
separador).

Las proteinas separadas durante la electroforesis se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa. Para esto se arma un “sandwich” en el siguiente
orden: esponja, 3 papeles whatman, gel, membrana, 3 papeles whatman, y
esponja. El buffer de transferencia contiene metanol para fijar las proteinas a la
membrana, es por este motivo que se trata de un factor importante a tener en
cuenta. La transferencia se realizé6 a 80 V durante 2 hs. Para corroborar que la
transferencia de las proteinas fue buena la membrana se tiié con rojo ponceau, y

el gel con coomasie blue.
b) Revelado de las proteinas inmovilizadas sobre |la membrana es posible

detectar la proteina de interés mediante una unién antigeno-anticuerpo. Para

eliminar posibles interacciones inespecificas se realizd un bloqueo de dicha

26



Luisa A. Helguero

membrana durante toda la noche (0.n.) a 4°C en 5% leche descremada en PBT
0.1%.

Tabla 3 : Protocolo de preparacién de geles utilizando un sistema de buffer discontinuo con SDS
(modificacién de Maniatis, 1989).

Solucién Gel Concentrador, 5% | Gel Separador, 7.5%
H.0 4.8 ml 3.4ml
Acrilamida :bisacrilamida 29:1 2.5 ml 850 pul
SDS 20% 50 pl 25 ul
1.5M Tris-HCI, pH 8.8 25ml -
1M Tris-HCI, pH 6.8 - 625 ul
TEMED 6 ul 5pul
Persulfato de amonio (APS) 100 pl 50 pl
10%

Luego del blogueo se lavé la membrana en PBT 0.1% y se incubd durante
2 horas con un anticuerpo monoclonal hPra 7 fabricado en ratén (4). Este
anticuerpo reconoce las isoformas A y B del PgR de humano y de raton. Se lavo
nuevamente en PBT 0.1% durante 10 minutos (se repitid la operaciéon 3 veces) y
se incubd durante 1 hora con el segundo anticuerpo anti Ig de raton obtenido en
oveja acoplado a peroxidasade rabano. La peroxidasa unida a la membrana se
visualizd con un sustrato que luego de la reaccion da un producto
quimioluminiscente. La sefal se detecté por exposicién de la membrana a una

pelicula fotografica.

Tabla 4 : Condiciones de revelado de Membranas

Anticuerpo Dilucion (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-HCI 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)
PBSpH 7.4

NaCl 0.8% (Sigma)

KCI1 0.02% (Sigma)

Na;HPO, 0.144% (Baker)

KH,PO, 0.024% (Baker)

Cracking Buffer 3X :

SDS 6%

B- mercaptoetanol 15% v/v (Mallinkrodt)
Glicerol 80% (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 H,O

destilada si la muestra esta muy concentrada.

Ponceau S :

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

Buffer de corrida :
Tris-Glicina-SDS 0.1% (Glicina, Gibco BRL)

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

Tris-Glicina-SDS 0.1%-Metanol 20% (Metanol, Merck para analisis)

Coomasie blue :

0.25 gr coomasie brillant blue R-250 (Gibco BRL)
metanol 75%

H.O 75%

AcOH 16%

Marcadores de peso molecular:

Prestained molecular weight markers (Gigco BRL).

Kaleidoscope prestained standards (Bio Rad)

Membrana de nitrocelulosa:
Trans-Blot transfer Medium (0.2 Um) (BioRad)

Solucién de blogueo:
Leche descremada (Molico) 5% en PBT 0.1%

Anticuerpos:
Anticuerpo monoclonal anti RP: hPRa 7 (NeoMarkers)

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

antibody (Amersham Life Science)

Sustrato quimioluminiscente:

ECL western bloting detection reagent (Amersham Life Science)
Renaissance western blot chemiluminiscence Reagent (NEN Life Science

Products)

Pelicula fotografica:

29



Luisa A. Helguero

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

Método de Lowry :

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

Sc1: CuS041%, tartrato de Na K 1% en buffer Na,COs/NaOH

Se diluy6 la muestra 3:100 y 5:100. De esta dilucién se tomaron 100ul y se
agregaron 0.9 ml de Sc1. Luego de 10 minutos se agreg6 reactivo de Folin (Folin—-
Ciocalteu, Merck) diluido a la mitad. Se esperd 30 minutos y se midié absorbancia
a una longitud de onda de 750 nm (lector de ELISA).

Estudios in vivo:

Hormonas utilizadas:

17-B estradiol (E,): obtenido de Sigma Co, Missouri. Administrado en forma de

pellets de silastic de 5mg.

Mifepristona: obtenida de Roussel Uclaf, Romainville, Francia. Administrada en
forma sc en concentracion de 6.75 mg / kg de peso por dia. Se prepard una
solucion madre de concentracién 22.5 mg / ml y diariamente se preparé la
solucion de trabajo 1:100, inyectandose 0.6 ml / ratén. La hormona se diluyé en
solucién fisiolégica

Onapristona: obtenida de Schering Alemania. Administrada en forma sc en
concentracién de 10mg / kg de peso por dia. Se prepar6é una solucion madre de
concentracion 90 mg /ml, la solucion de trabajo se preparé en forma diaria (1:100)

inyectando 1 ml / ratén.

En experimentos anteriores se habia evaluado el efecto de onapristona y E, sobre
los tumores C7-HI, 59-2-HI, C4-HI y BET (Montecchia et al, enviado). En este
trabajo de Seminario se estudié el efecto sobre 59-HI y sobre CC4-HI y se usé

como control la linea 59-2-HI. Todos estos tumores tienen un crecimiento PI.
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Cuando los tumores alcanzaron un tamafo aproximado de 25-50 mm’ 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 dias ( largo x ancho) y se grafico area vs tiempo.

Anélisis Estadistico:

Para comparar tamanos tumorales en respuesta a distintos tratamientos se
utilizd6 ANOVA y para comparar grupos particulares entre si ‘t” de Tukey.

El analisis de los PMs se realizd6 con el programa Collage ® Image
Analysis Software Version 4.0 ( para Machintosh), Fotodyne Incorporated. El
mismo traza una recta de regresion con los valores correspondientes a cada
marcador y su movilidad en el gel. Se obtiene entonces la recta de regresion y el
desvio estandard (SD) de la misma. En funcion de estos datos el programa
calcula el PM de cada banda en el gel. Ademas es posible realizar una
integracion del area 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 lo menos dos repeticiones de cada muestra se
calcula el PM medio+/- SD de las bandas de interés, y por otro lado la relacion

entre |las intensidades de ambas isoformas en cada muestra.



RESULTADOS
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1-Caracterizacion de receptores de progesterona mediante la técnica de

western blot:
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. Maria Fernanda Montecchia.

Eleccién del buffer para la preparcién de los extractos citosélicos:

El agregado de ditiotreitol al buffer de lisis mejor6 notablemente la
calidad de los westerns. Actualmente usamos el mismo buffer que se utiliza para
determinar los RP por la técnica bioquimica 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 usé metanol de marca Dorwil la
transferencia no fue eficiente. Al reemplazarlo por el de marca Merck (para
analisis) la transferencia fue muy buena observandose bandas muy nitidas y
oscuras al tefiir con rojo ponceau la membrana. Por otra parte al tefiir el gel con

coomasie blue se confirmo la ausencia de bandas.

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

visualizaciéon de las bandas se titulé el anticuerpo con un rango de diluciones
entre 1:100 y 1:250. E| segundo anticuerpo también se titulé6 con un rango entre
1:1000 y 1:2500. Se ensayaron tanto anticuerpos nuevos como reusados. A
partir de los resultados obtenidos se eligié la combinacién 1:100 (en el caso del
primer AcM), 1:1500 (para el segundo AcM) (tabla 4). Para estos ensayos se
decidié no utilizar anticuerpos reusados, aunque se demostré que funcionan

cuando todas las otras condiciones son 6ptimas.
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Blogueo de la membrana:
Para evitar suciedad de fondo se incubd 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 blogueados porque del otro modo las sefales

observadas eran muy tenues y en algunos casos nulas.

Lavados:

Nuevamente con el objetivo de disminuir la suciedad de fondo se
procedié a variar el niumero de lavados luego del primer y segundo anticuerpo
resultando la combinacién éptima 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 la identificacion de
los distintos PM. Esto nos permitié decidir qué marcadores debian ser
eliminados durante la corrida para obtener una mayor separacién de las

bandas.

Sustrato quimioluminiscente para peroxidasa:
Se utilizé ECL (Amersham) obteniéndose un maximo de intensidad de la

sefial entre los 24 minutos de exposicion, mientras que con Reinaissance

(NEN) el maximo se obtuvo entre 10-15 minutos.
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B- Expresion de isoformas de RP en tejidos controles y en el tumor C4-HD
En todos los experimentos se utilizé Gtero de hembras tratadas con
estradiol (10ug) durante dos dias (ut + E;) como control positivo. Antes de
extraer los uteros se verificd que los animales estuviesen en estro ya que es el
periodo donde la expresion del RP es maxima. Como control negativo se utilizd
musculo de estos ratones ya que este tejido no expresa RP. Los geles se
corrieron durante el tiempo necesario para permitir no solo la separacién de las
dos isoformas sino también la de posibles dupletes producto de modificaciones
en los RP. En la mayoria de los casos se cuidé de no dejar caer el marcador de
68 kDa debido a que se ha reporté un inespecifico de un PM de
aproximadamente 60 kDa correspondiente a la ovoalbumina (Shyamala et al,
1990). La presencia de esta banda se tuvo en cuenta para corroborar que las
muestras utilizadas contenian proteinas. Esto resulté util en el caso de musculo

donde es la unica banda que se observa.

En la figura 5 se observan los western blots correspondientes al Utero,
musculo y C4-HD obtenido de ratones tratados con MPA (C4-HD+). Se
observan 2 bandas especificas mas intensas en utero y C4-HD+ que
corresponderian a las isoformas A y B del ratén cuyos PM estan descriptos en
115 y 83 kDa respectivamente (tabla 5). En algunos casos se observé una
banda justo sobre la isoforma B que denominamos B’. En el caso del tumor
C4HD+ la relacion entre las intensidades de B y B’ (B/B’) es de 6.26. En un
experimento en el que se utilizé tejido mamario como control se observaron las
bandas A y B aunque con menor intensidad. En consecuencia, se decidid
utilizar en todos los experimentos el utero como control positivo en lugar de la
glandula mamaria. En el musculo no se detectaron bandas correspondientes a
estos PM resultando un buen control negativo. En todas las muestras evaluadas
excepto musculo se observaron tres bandas con PMs de 105, 91 y 69. Para

investigar si eran bandas especificas 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 sélo la incubamos con el segundo anticuerpo (fig. 6). Los
resultados en la figura 6 muestran claramente las tres bandas inespecificas.
Ocasionalmente en el utero (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 X
fgo X +SD (n) X +SD (n) X+ 8D (n)
Ut+E, | 115.01+334(7) | 8460+ 2.47(6) | 75.40(1/6)

musculo - - -

C4-DH + | 11394+239(5) | 8268+1.11(5) -

(-) No tiene bandas detectables con esta técnica.

Tabla 5: Pesos moleculares (PM) medios (en Kda) de las distintas isoformas del RP
corespondientes a los controles positivo (dtero + E,), negativo (musculo) 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 ensayé al menos 5 veces utilizando

extractos diferentes. .

Se concluye que la linea tumoral C4-HD inducida con MPA tiene

ambas isoformas de RP similares a las encontradas en utero.

C- Evaluacién de la expresion de isoformas 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 patrén de distribucién de
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isoformas (Figura 7). Cuando los tumores se obtienen de ratones sin tratar con
MPA aparece més marcada la isoforma X (Figura 7,calle 5), y este efecto es
mucho mas marcado en las 2 variantes Hl donde no sblo es mas intensa la
banda X sino también la 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.

B A X
tumor X +SD (n) X +SD (n) X+SD (n)
C4-DH + 113.64 1239 (5) | 8268111 (5) -
C4-HD - 1119 (1) 83.70 (1) 79.8 (1)
C4-HI 11396+388(3) | 81.10£184(2) | 75.85+323(2)
CC4-HD + | 1145%070(2) 835 (1) &
CC4-HI 114702042 (2) 8410 (1) 7860 (1)

(-)No tiene bandas detectables con esta técnica.
Tabla 6: Pesos moleculares (PMs) medios de las distintas isoformas del RP comespondientes a
la familia C4. Los mismos se obtuvieron con el programa Collage ® Image Analysis Software. En
todos los casos se ensayaron mas de 3 muestras aunque se muestran las cuantificaciones de
los sefialados (n).

La proporcion A: B varia entre los distintos tumores de esta familia en un
rango entre 1 y 1.5 con la excepcion del tumor C4-HD en ausencia de MPA. En
este caso la proporciéon A:B se eleva hasta 2. Este dato estaria de acuerdo con
el hecho que en esta familia el MPA regularia negativamente mas la isoforma A
que la B lo 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 e s e
X +SD (n) X +SD (n) X +SD (n)
ut +E, 1.90 + 0.56 (8) = -
C4-HD + 1.27 £1.59 (4) - -
C4-HD - 1.98 + 0.46 (2) 1.22(1) 0.97 (1)
C4-HI 1.83+£1.09 (4) 4.05 £ 1.39(3) 0.59 (1)
CC4-HD+ | 1.39+0.51(2) - -
CC4-Hl- 1.23 (1) 2.52+0.30 (2 6.92 (1)

(-) No se observé isoforma X en una cantidad que merezca ser tenida en cuenta.
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Tabla 7: Proporcion de isoformas del RP en la famllia C4 y dtero pretratado con E; (it + E,). Los
datos se obtuvieron a partir de la integracion de las bandas con el programa 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
observé pero adn no han sido cuantificadas.

Se puede concluir que en la familia C4:

a) El patrén de expresion de isoformas es similar entre el tumor PD en
ausencia de MPA y las variantes Pl, aunque en estas ultimas la
intensidad de la banda X es mucho mas marcada.

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

c) Las dos bandas inespecificas de 69 kDa aparecen mas intensas en

los tumores PL.

ii) Familia 59:

Las bandas correspondientes a las isoformas A, B y X estan presentes en
todos sus miembros excepto en el tumor 53-HI, con un PM dentro del rango ya
descripto (tabla 8). En este tumor, cuya expresion de isoformas es atipica se
puede notar (Figura 8, calle 1) que la isoforma B esta presente con una
intensidad muy baja y en algunos casos no detectable, la isoforma A no esta
presente pero si la X con un PM aproximado de 77 kDa (tabla 8). Por otra parte
la otra variante PI, el 59-2-HI tiene un patrén de bandas muy similar al 59-HD en
ausencia de MPA, aunque a igual de lo que ocurria con las variantes Pl de la
familia C4, la banda aparentemente inespecifica de 69 kDa es mucho mas
intensa que en los PD. El tratamiento con MPA en esta linea no siempre elimina
completamente la banda X como ocurria con C4 (ver Figuras 8 calles 3y 4y
Figura 9, calles 5 y 6), y si regula negativamente la expresién de la isoforma B..
Tomando todas las bandas correspondientes a RP, la regulacion negativa por
MPA es muy marcada.

En la Tabla 8 se muestran los PM de las isoformas obtenidas de distintos
experimentos.
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B A X
Tumores | +.sp (n) X +SD (n) X +SD (n)
59-HD + 117.48 +£27 (5) 84.72 +3.60 (5) 80.82 +3.14 (4)
59-HD - 114.20 (1) 81.40 (1) 76.10 (1)
59-HI 114.35+4.17 (2) - 76.87 +4.00 (6)
59-2-HI 115.73+4.15 (3) 81.80 + 1.90 (4) 78.80+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 programa Collage ® Image Analysis Software
Todos los tumores se ensayaron al menos fres veces, en los casos donde sélo se indica un valor
debe tenerse en cuenta que el experimento se repiti6 también tres veces. Las bandas estén
presentes pero los datos obtenidos atin no fueron cuantificados.

En la Tabla 9 se muestra la relacion entre las isoformas de los tumores en
distintos experimentos.

A/B AIX B/X
tumores
X1SD (n) X £SD (n) X£SD (n)
59-HD + 6.37 £3.02 (3) 2.96 (1) 0.96 +0.19 (3)
59-HD - 0.96 (1) 233 (1) 244 (1)
59-HI ND - ND
59-2-HI 0.96 + 0.16 (2) 1.27 (1) 1.49 (1)

ND Los valores no pudieron ser determinados porque parecerfa haber solo
isoforma X presente, si bien hay casos donde la isoforma B es muy tenue.
{(-) No se observé la isoforma A.

Tabla 9: Proporcién de isoformas del RP en la famllia 59. Los datos se obtuvieron a partir de la
integraciéon 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 la intensidad de las
bandas se observé pero aun no han sido cuantificadas.

Se concluye que en la familia 59:

a) Hay una variante Pl (59-2-Hl) que tiene un patrén de expresion de
bandas muy similar a la variante PD en ausencia de MPA y otra
variante Pl (59-HI) la cual expresa la banda X y no la
correpondiente a la isoforma A,
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b) El tratamiento con MPA regula negativamente la expresién de

todas las isoformas, en especial laB y la X.

c) La banda inespecifica de 69 kDa es mas intensa en el tumor 59-2-

HI.

iii) Tumor §3-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

MPA la intensidad es mayor en la X que en la A y esta proporcién se invierte en

los tumores tratados con la hormona. También se nota una regulacion negativa

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

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

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

B A X
numbres X+SD (n) X+SD (n) X+SD (n)
53-HD + | 117.7£254 (4) 80.47 +2.45 (3) 75.20 (1)
53-HD - | 118.00+297(2) | 83.10+099(2) 76.40 (1)

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

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

tumor se ensayé por lo menos por duplicado.

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

experimentos.

A/B AIX BI/X
X +SD (n) X+SD (n) X+SD (n)
53-HD + 12(1) 1.82 (1) :
53-HD - 031 (1) 0.13 +/-0.156 (2) 0.40 (1)

(-) la isoforma X esta presente pero aun no se ha determinado su intensidad.
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Tabla 11: Proporcién de isoformas del RP en el tumor 53. Los datos se obtuvieron a partir de Ia
integracién de las bandas con el programa Collage ® Image Analysis Sofiware. En los casos
donde se indica un solo valor los experimentos se repitieron, la diferencia en la intensidad de las
bandas se observé pero atin no han sido cuantificadas

Se concluye que los tumores 53-HD tienen una expresién de bandas
similar a las familias C4-HD y 59-HD, siendo mas 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 expresién de

esta isoforma.

iv) Familia de C7-Hl y Bet:

Tumor C7-HI
Como se ve en la Figura 10, calle 7, en este tumor no se detectd la
isoforma A, s6lo estan presentes las isoformas B y X, esta ultima en

mayor proporcion (tabla 12).

Familia Bet:

Los resultados obtenidos con esta familia aun 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 mas fuerte en los tumores extraidos de animales tratados
con estrégenos en el caso del tumor resistente (proporcion B/X disminuye
a la mitad en los tratados con Ez ). En el caso de la variante sensible Bet
tratada con estradiol ( Bet + E3) la isoforma B pareceria no expresarse y
la X se observa en muy baja intensidad (Fig. 10 comparar calles 3y 4 ).
En la Tabla 12 se muestran los valores obtenidos para cada isoforma.
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tumores B A X
X +SD (n) X+SD (n) | X+SD (n)
Bet + E> ND . 78-(1)
Bet 112.90 (1) : 78(1)
BetR + 116.90 (1) = 782 (1)
Bet R - 116.90 (1) - 78(1)
C7-HI 114.643.25 (2) - 78.00 (1)

(- ) No tiene bandas detectables con esta técnica.

Tabla 12:. Pesos moleculares (PM) medios de las distintas isoformas del RP correspondientes a
los tumores de la familia C7-HI y Bet. Los mismos se obtuvieron con el programa Collage ®
Image Analysis Software. Todos los resultados de la familia Bet provienen de un solo
experimento excepto el BET-R + que fueron 2 muestras (resultados preliminares).

Estudios preliminares sugieren que los tumores C7-HI, Bet y Bet-R
expresan la isoforma X pero no la A. El tratamiento estrogénico en los BET-
R aumentaria la intensidad de esta isoforma.

v) Tumores lobulillares:

Estudios bioquimicos demostraron que los tumores lobulillares inducidos
por MPA no expresan RP, pero siempre cabia la posibilidad de que estuvieran
presentes y truncados, o que no pudieran pegar el ligando. Como se observa en
la Fig. 11, calles 58, las Unicas bandas que aparecen an algunas muestras
corresponden a marcacion inespecifica. Como control se muestra un C4-HD+ y
un C4-Hl. Cabe destacar la fuerte intensidad de las bandas inespecificas

observadas en utero y los 2 controles positivos.

Se concluye que los tumores lobulillares no tienen RP reconocibles

por el anticuerpo hPR 7.

vi) Lineas celulares:

Las tres lineas celulares surgidas a partir de cultivos primarios de un
tumor PD (C4-L1 y C4-L2) y de otro Pl (C7-HI) presentan bandas
correspondientes al RPa y RPg (Fig. 12 calles 4, 5 y 6; tabla 14) con una
proporciéon A: B entre 2.2 (C4-L1) y 2.6 (C7-L1). Un andlisis cualitativo entre las
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intensidades de las bandas de las tres lineas refleja una menor proporcién de

isoforma A y sobre todo B en la linea C4-L1.

Linea B A X
celular | X+SD (n) | X+SD (n) | X+SD (n)
C7-L1 115.90 (1) 85.10 (1) -
C4-12 118.50 (1) 85.00 (1) -
C4-11 117.40 (1) 85.00 (1) :

(-)No tiene bandas detectables con esta técnica.

Tabla 14: Pesos moleculares (PM) medios de las distintas isoformas del RP comrespondientes a
las distintas lineas celulares obtenidas a partir de cultivos primarios. Los mismos se obtuvieron
con el programa Collage ® Image Analysis Software Las tres lineas se ensayaron sélo una vez.

Se concluye que las lineas celulares logradas en el laboratorio a
partir de un tumor PD y uno PI tienen una expresion similar de isoformas y

a su vez similar a las que se observan en tutero normal.

2- Respuesta in vivo a antihormonas de las lineas tumorales CC4-Hl, 59-HI
y 59-2-HI

En el laboratorio ya se conoce que la linea C7-HI que hace 2 afios
regresionaba con el tratamiento con antiprogestagenos, ahora sblo detiene su
crecimiento. En este frabajo se investigd la capacidad de responder a
antiprogestagenos de la linea CC4-HI y de la 59-HI utilizando como control

positivo de regresion la linea 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 53-HI con respecto al control, mientras que el
tratamiento con E; indujo una regresion significativa del tamario tumoral (p<0.01)

entre los dias 5 y 50 después de haber comenzado el tratamiento.
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En el caso del tumor CC4-HI, Figura 13 B, mientras el tratamiento con E,
fue efectivo desde un principio en inhibir el crecimiento tumoral (p<0.05, a partir
del dia 5) ambos antiprogestagenos tardaron mas tiempo, haciéndose manifiesto
su efecto inhibidor recién 15 dias 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-HI, donde se observa que los 3 tratamientos son igualmente efectivos
siendo significativas las diferencias de tamafio tumoral a partir del 4° dia para
las 3 hormonas (p<0.05). También se puede observar que la respuésta es

notable a partir del primer dia para los estrogenos.

Se concluye que el tumor 59-HI es resistente al tratamiento con
antiprogestagenos siendo su comportamiento similar al de los tumores
BET y BET-R con respecto a este parametro. El tumor CC4-HI se considera

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

3- Relacién entre patrén de isoformas y respuesta a antiprogestagenos

De los tumores estudiados, el 59-HI 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 demostré no responder a antiprogestagenos. En
experimentos preliminares (n=1) las lineas Bet y Bet-R, que en trabajos previos
demostramos que eran resistentes a antiprogestagenos, parecen tener un patron
de bandas similar, donde la Unica banda que se observa es la correspondiente a
la isoforma X. El tumor C7-HI en experimentos recientes demostrd crecer mas
lentamente con mifepristona en lugar de regresionar y también demostro tener

esta Unica banda X.

Los resultados obtenidos sugieren una posible correlaciéon entre la
ausencia de la banda A y la falta de respuesta a antiprogestagenos. La
banda B pareceria estar o no presente, por lo tanto no parece estar

asociada a este patrén de crecimiento.
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RO e

utero musculo C4-HD +

Figura 5: Western blot de extractos citosdlicos de control positivo (Uteros de hembras
pretratadas con E;), control negativo (musculo de los mismos animales) y un tumor que se sabe
expresa PR. Cada muestra (100 ug) se sembré en un hoyo y el gel se corrié durante 80 minutos.
Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se visualizaron con el AcM
hPRa-7 y reactivo quimioluminiscente. Se observan las isoformas A y B.

utero C4-HD +
hPRa-7 + - - +
240 Ac + + + +

Figura 6: Control de inespecificidad del segundo anticuerpo. Los extractos, y condiciones de la
electroforesis y revelado de la membrana son idénticos a la figura 5.
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utero musculo  C4-HD+ CC4-HD+ C4_HD- C4-HI CC4-HI

Figura 7: Expresion de las distintas isoformas del PR en extractos citosdlicos de tumores de la
famlia C4. Las proteinas transferidas a la membrana de nitrocelulosa se identificaron con el AcM
hPRa-7. En cada hoyo se sembré igual cantidad de proteinas (100 ug) y es evidente que la
banda de 69 kDa que da sefial con el segundo anticuerpo solo esté presente aqui también y con
mayor intensidad en los tumores Pl (C4-HI y CC4-Hl).

59-HI 59-2-HI 59-HD - 59-HD + musculo ut+E

Figura 8: Anélisis de western blot del PR en extractos citosélicos de tumores de la familia 59.
Los extractos se obtuvieron como se describe en materiales y métodos . Cada muestra (100 ug)
se sembré en un hoyo y el gel se cormié durante 80 minutos. Las proteinas se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa y se visualizaron con el AcM hPRa-7 y reactivo quimioluminiscente.
Se observa que el tumor 59-HI no tiene banda correspondiente a la isoforma A (PR A).
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atero  musculo C4-HD + C4-HD- 59-HD+ 59-HD- 53-HD+ 53-HD -

Figura 9: Regulacién negativa del PR por MPA. Las muestras provenientes de tumares crecidos
con MPA se designan como (+), las crecidas en ausencia del progestageno como (-). Los
tumores se crecieron con un depot de MPA pero a los (-) se les quité el mismo una semana
antes de preparar los extractos citosdlicos. Se sembro 100 ug de proteinas por hoyo. Las
proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se visualizaron con el AcM hPRa-7
y reactivo quimioluminiscente. En todos los tumores se observa la regulacién negativa por MPA.

C7-HI Bet R - BetR+ C4-HD+ musculo utero Bet + Bet

Figura 10: Anélisis de las distintas isoformas del PR con la técnica de western blot en extractos
citosdlicos obtenidos de tumores de la familia Bet. Los geles se corrieron durante 90 minutos,
luego las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. EI AcM utilizado para
identificar las bandas fué h PRa-7. Los tumores marcados (+) crecieron con E, administrado en
forma de pellets 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 isoforma X.
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PRA
PRX _y

utero musculo C4-HD+ C4-HD - 55 60 39 22

Figura 11: Familia de tumores de origen lobulillar. Se estudié la expresion del PR en un western
blot. Los extractos citosdlicos se prepararon como se describio en materiales y métodos. Las
proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se identificaron con el AcM h PRa-7
y reactivo quimioluminiscente. Notese la completa ausencia de cualquiera de las isoformas del
PR en las muestras de origen lobulillar comparadas con los controles positivos (utero y C4-HD).
La banda de inespecifico que se observa tanto en musculo como en todos los demas extractos
indica que si bien no se detecté el PR en las calles 5, 6, 7 y 8 se sembraron protainas.

utero miusculo C4-HD+ C4-L1 C4-L2 C7-L1 C7-HI

Figura 12: Identificacién de las distintas isoférmas del PR en lineas celulares obtenidas a partir
de cultivos primarios de un tumor PD (C4-HD) y otro Pl (C7-HI). Ademas del control positivo
(atero) y negativo (misculo) se corrieron muestras de los tumores que originaron las lineas. Los
extractos se realizaron a partir de cultivos celulares en los repiques R 18 para C7-L1, R 24 para
C4-L2 y R 16 para C4-L2. Las células se levantaron con bufer de lisis (100 ul) y un rastrillo. En
todos los hoyos se sembré 100 ug de proteinas. El gel se corrié durante 75 minutos.
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C.
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Figura 13: Regresion del tamarfio tumoral en distintas lineas Pl. 59-HI (A), CC4-
HI (B) y 59-2-HI (C). Los tumores se dejaron crecer hasta que alcanzaron un
tamarfio homogéneo, los animales se dividieron en grupos de 3 o 4 y luego se
comenzaron los distintos tratamientos (). Tanto mifepristona como onapristona
se administraron diariamente en forma sc. en concentraciones de 6.75 mg / Kg
de peso y 10 mg / Kg de peso respectivamente. El 17-p-estradiol (E;) se
administré como pellets 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 mayoria de las lineas tumorales obtenidas a partir de adenocarcinomas mamarios
inducidos por MPA. Se ha reportado que estas isoformas podrian tener efectos fisiologicos
diferentes y que la proporcion relativa entre ambas también estaria relacionada con los
efectos diferenciales que ejerce la progesterona en distintos tejidos (Graham et al, 1997). En
el humano esta descripta una proporcion de isoformas A: B de 1:1(Graham et al, 1995),
mientras que en el raton Schneider et al (1991) describen una proporcion 3:1 tanto para el
utero como para la mama normal. En nuestros experimentos usando Gteros tratados con E;
se obtuvo una proporcién 2: 1. Debido a que es mucho mas sencillo trabajar con Utero de
ratén que con tejido mamario y teniendo en cuenta que el patrén de bandas es exactamente
igual entre ambos (Schneider et al, 1997), decidimos utilizar en todos los experimentos Utero
de ratén como control positivo.

Ademas de las isoformas descriptas A y B, también detectamos en la mayor parte de
los tumores PD en ausencia de MPA (principalmente en las lineas 53 y 59) y en las PI
respondedoras a antiprogestagenos, una tercer banda la cual denominamos isoforma X 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 correlacion
entre respuesta a terapia, y presencia de esta banda. Analizando nuestros datos se podria
sugerir que en nuestro modelo la presencia de esta banda en conjuncién con la isoforma A
seria un buen indicio de respuesta favorable a antiprogestagenos. Cabe destacar que un
tumor que fue estudiado repetidas veces, el 59-HI que no responde a antiprogestagenos
,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 antiprogestagenos, tienen el mismo patrén de
bandas. El tumor C7-HI que responde sélo retardando su crecimiento en presencia de

antiprogestagenos también carece de la isoforma A pero expresa la X.

La isoforma B estuvo siempre presente en todos los tumores, excepto en algunas
muestras del 59-Hl y de Bet. En este trabajo no se consideraron las posibles diferencias
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entre posicionamiento de esta banda entre tumores tratados con MPA vy sin tratar con MPA
porque el numero de muestras cuantificadas no alcanza para un andlisis estadistico
adecuado. En general la tendencia es que en los tumores tratados con MPA la banda es un
poco superior a la correspondiente en los animales no tratados, lo cual seria coherente con
un pequeno desplazamiento hacia arriba debido a fosforilaciones. Ocasionalmente también
se detectaron dupletes en esta banda. En este momento se estan repitiendo estos
experimentos para poder cuantificar y analizar estas posibles diferencias.

Con respecto a la isoforma C, recientemente descripta en tejidos humanos (Wei et al,
1997), no podemos identificaria con este anticuerpo ya que el PM de la isoforma C (60 kDa)
coincide con el de albumina y esta proteina es inmunoreactiva para este anticuerpo
(Shyamala et al 1990).

En trabajos previos (Lanari et a/, 1998) ya habiamos demostrado que el MPA inducia
una regulacién negativa de los RP. En este trabajo de Seminario se confirman estos
resultados y ademas se ve que esta regulacion es un poco 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 disminucién mas marcada de la B y X , y en menor proporcion
de la A. Nuevamente se requiere un numero de muestras mas grande para hacer el analisis
estadistico correspondiente. En humanos se ha decripto que existe una proporcion equimolar
de isoformas (Scheridan et al, 1989) y se propone que los progestagenos inducirian una
regulacion negativa de ambas (Feil et al, 7988). Por otra parte los estrogenos, los
reguladores principales del RP, inducirian un aumento de isoforma B disminuyendo la

proporcién relativa entre Ay B (Graham et al, 1995).

El tumor Bet-R difiere de la linea parental Bet en su respuesta a los estrogenos. El Bet
regresiona con el tratamiento estrogénico, mientras que el Bet-R no altera su crecimiento en
presencia de E,. Este patron de respuesta diferencial no se ve refleiado en cambios
observables de patron de bandas del RP. Al tratarlo con Ez se vid un aumento en la
intensidad de la banda X. Si bien se ensayaron sélo 2 muestras, éstos resultados son

coincidentes con los resultados bioquimicos donde demostramos que los E; aumentan
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significativamente la expresion de los RP por la técnica bioquimica (Montecchia et al, enviado
a publicar). Los resultados obtenidos con Bet tratado con E; muestran que habria una
disminucién de RP. Por técnicas biquimicas se demostré que los estrogenos pueden
estimular o inhibir la expresion de RP segun el grado de regresién tumoral. Para establecer
alguna conclusién debemos repetir estos estudios en paralelo realizando la técnica
bioguimica.

Se ha planteado que en ocasiones receptores truncados podrian estar
permanentemente activados simulando la accién del ligando (Fuqua et al, 1997). En este
caso estos tumores serian negativos por técninas de binding. En el laboratorio también
tenemos lineas de tumores inducidos por MPA de histologia lobulillar que no expresan
receptores de progesterona cuantificados por la técnica bioquimica. 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 hipotesis se deberian

usar anticuerpos que reconocieran otros epitopes.

Por ultimo hemos estudiado la expresion de estas isoformas en lineas celulares que
se estan desarrollando en el laboratorio. Fue curioso notar que tanto las 2 lineas derivadas
de C4-HD como la linea derivada de C7-L1 tuvieran un patrén de expresion idéntico. Cabe
recordar que la isoforma X esta presente muy tenue sélo en alguna de las muestras de C4-
HD en ausencia de MPA y el patrén que se oberva es muy simlar al C4-HD+ o sea sin la
isoforma X. El tumor C7-HI por otra parte del cual deriva la linea C7-L1, tenia ausente la
isoforma A y sélo 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 esta presente y no la X. Estos
resultados nos llevarian a pensar que la expresion de una u otra isoforma estaria dada por
mecanismos regulatorios. Es dificil pensar en fosforilaciones ya que la diferencia de PM entre
78 y 83 es bastante considerable. Los extractos de las lineas celulares se hicieron
preincubando las mismas durante 48 hs con medio de cultivo en presencia de 2.5% de suero

adsorbido con carbén para evitar una posible regulacion por hormonas.
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Se ha reportado que los receptores de esteroides puede ser activados por otras vias
de transduccion de sefales sin necesidad de que el ligando 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
esta involucrado en el crecimiento tumoral en algunas lineas de crecimiento Pl como la 59-2-
HI donde oligonuclétidos antisentido dirigidos contra el sitio de iniciacion de la traduccién de
la isoforma A del RP inhiben el crecimiento (Tesis de Licenciatura de C. Lamb). Habiamos
sugerido que en estos tumores los RP estarian activados por alguna otra via. El patrén
diferente observado en los tumores HD creciendo con MPA con respecto a la variante Pl
sugeriria que este crecimiento no se deberia a un aumento de sensibilidad de progestagenos
circulantes o sintesis de progesterona endoégena.

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 inespecificas del 2% anticuerpo. Estos podria deberse a que: a) el segundo
anticuerpo cruza con alguna proteina cuya expresion es regulada en ciertos tumores, b)
estamos identificando bandas que corresponden a RP, pero su PM coincide con el de una
proteina inespecifica y c) que ambas ocurran. Esto se investigara en proximos experimentos

cambiando el segundo anticuerpo utilizado.

En resumen, en este trabajo se demuestra por primera vez la expresion de isoformas
de RP en adenocarcinomas mamarios murinos; se observa una tercer banda compatible con
una variante de RP que esta presente en la mayoria de los tumores. Resultados preliminares
sugieren que la ausencia de isoforma A pareceria estar asociada a la falta de respuesta a
antiprogestagenos. El tratamiento hormonal regularia diferencialmente la expresion de las
distintas isoformas en diferentes tumores.
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- Logramos definir las condiciones experimentales para lograr cuantificar la expresion 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
kDay de una “isoforma” de menor PM correspondiente a 78 kDa que hemos Ilamado X .

- Los datos obtenidos sugieren que el tratamiento con MPA en los tumores PD regulan
negativamente la expresion de la isoforma X en los tumores que la expresan (59-HD y 53-
HO), 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 antiprogestagenos presentan un patron 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-Hl).

- Demostramos la ausencia de la isoforma A en el tumor 59-HI que demostro ser resistente
al tratamiento con antiprogestagenos. El hecho de que resultados preliminares con otros
tumores que también son resistentes a antiprogestagenos indicarian que éstos
carecerian 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
bioquimica y los western blots en cuanto a la regulacién hormonal con MPA y E> y en
cuanto a la ausencia de RP en tumores lobulillares.

- Demostramos la expresion similar de isoformas A y B en lineas celulares obtenidas a

partir de un tumor PD y de uno PI.

En este trabajo se demuestra en adenocarcinomas mamarios murinos la
presencia de las 2 isoformas clasicas descriptas para el RP (A y B) ademas de una de
menor PM presente en algunos tumores. Los resultados obtenidos, si bien son
preliminares, sugieren por primera vez una correlacion entre expresion diferencial de

isoformas y hormono-dependencia.
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Fe de Erratas

Todas las correcciones que aqui se indican fueron hechas en el
manuscrito entregado en la Universidad de Buenos Aires, Facuitad de
Ciencias Exactas y Naturales.

Agradecimientos:

Parrafo 1 (p.1), linea 4 (1.4). Donde dice: A Caro y Fer por haberme ensenado
todos los “trucos”que a ellas tanto les costé aprender.

Debe decir: A Caro y Fer por haberme ensefiado todos los “trucos” que a ellas
tanto les costo aprender.

p.1, 1.6. Donde dice: ...ambiente calido y confortable para en donde es posible
expresarse con total libertad.

Debe decir: ...ambiente calido y confortable en donde es posible expresarse con
total libertad.

p.6, I.1. Donde dice: ... Gisellpor su disposicion....

Debe decir: ...Gisell por su disposicion...

p.10, I.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...

Introduccién:

Pagina 1 (pg.1), p.1, 1.3. Donde dice: ...acetato de medroxiprogesterona (MPA)
((Lanarietal ...

Debe decir: ...acetato de medroxiprogesterona (MPA) (Lanari et al ...

pg.1, Figura 1. En el 6valo donde dice: Carcinomas lobulillares. RE+/-, RP+/-,
Pl, R-.

Debe decir: Carcinomas lobulillares. RE+/-, RP+/-, Pl, R-EGF +.

Pg.5, Tabla 1. En sensibilidad a hormonas para carcinomas lobulillares, donde

dice: No retrogradan en respuesta a es-Trogenos.
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P

Debe decir: No retrogradan en respuesta a es-trégenos.

Pg.9, p.1, 1.2. Donde dice: ...de los estrégenos en el endometrio durante a
primera parte del ciclo...

Debe decir: ...de los estrégenos en el endometrio durante la primera parte del
ciclo...

pg.11, p.2, 1.6. Donde dice: ...y Rel A(Milgrom 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 numeros: 1, 16, 56, 63, 68 y 93. Estos corresponden a
la cantidad de aminoacidos que forma cada dominio y por un error en la
impresion no se ve el ultimo digito. Los numeros antes mencionados deben
cambiarse por: 1, 165, 567, 633, 680 y 933.

pg.13, anteultima linea. Donde dice: El PgR¢ solo abarca el segundo dominio de
dedos de zinc, ...

Debe decir: El RP¢ sélo abarca el sequndo dominio de dedos de zinc, ...

pg.14, 1.4. Donde dice: (Satyswaroop.a ef al, 1988).

Debe decir: (Satyswaroop ef al, 1988).

pg.16, p.2, 1.15. Donde dice: Algunos antagonistas como el mifepristona...

Debe decir: Algunos antagonistas como la mifepristona...

pg.17. p.1, 1.56. Donde dice: ...(Etreby et al, 1991).

Debe decir: ...(El Etreby ef al, 1991).

pg.17. p.2, 1.10. Donde dice: ...(Etreby et al, 1989).

Debe decir: ...(El Etreby ef al, 1989).

pg.20, p.3. 1.2. Donde dice: Se utilizaron tumores ductales inducidos por MPA en
el ano 1985: familia C4, C7 y...

Debe decir: Se utilizaron tumores ductales inducidos por MPA en el afio 1985:
familia C4, C7, 53 y...

pg.20, p.4, 1.2. Donde dice: Se uso el tumor C7-HI que crecia solo en presencia
de MPA...

Debe decir: Se usé el tumor C7-HD que crecia solo en presencia de MPA. ..
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pg.24, p.2, |.3. Donde dice: ...con un rastrillo en un volumen no mayor de...
Debe decir: ...con un rastrillo en un volumen no mayor de...

pg.24, Gltima linea. Donde dice: Utero

Debe decir: Utero.

pg.25, p.2, 1.3. Donde dice:...volimen de 0.5 ml...

Debe decir: ...volumen de 0.5 ml...

pg.25, p.5, L5. Donde dice:...maximizada por todos los factores que que
influencian el grosor...

Debe decir: ...maximizada por todos los factores que influencian el grosor...
pg.27, p.1, 1.6. Donde dice: ...acoplado a peroxidasade rabano.

Debe decir: ...acoplado a peroxidasa de rabano.

Pg.27 tabla 4. Donde dice: 1er Ac-anti-h7PgR.

Debe decir: 1er Ac-anti-hPRa-7.

Resultados:

pg.33, p.4, |.6. Donde dice: ..., 1:1500 (para el segundo AcM)...

Debe decir...., 1:1500 (para el segundo anticuerpo policlonal)...

pg.35, p.1, 1.6. Donde dice: ...para permitir no solo la separacion...

Debe decir: : ...para permitir no sélo la separacion...

pg.36, p.1, I.4. Donde dice: Ocasionalmente en el utero (1/7) y en C4-HD...
Debe decir: Ocasionalmente en el utero 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 ensayo al menos...

Debe decir: Cada tejido se ensayd al menos...

pg.37, p.2, 1.2. 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, antedltima linea. Dice: Las diferencias no son estadisticamente

significativas (A : B disminuye... Pero no se puede decir si las diferencias son
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estadisticamente significativas o no porque se trata de un Unico valor. Aun hace
falta repetir estos experimentos para aumentar el nimero de la muestra, y
entonces si estaremos en condiciones de hacer las pruebas estadisticas
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. 1.5. Donde dice: En la calle 1 se puede observar que C7-H1
presenta una... -

Debe decir: En la calle 1 se puede observar que C7-HI presenta una...

pg.42, p.1, 1.1. 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. Ultima linea. Donde dice: ...5, 6, 7 y 8 se sembraron protainas.

Debe decir: ...5, 6, 7 y 8, se sembraron proteinas.

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 unicos.

pg.43, p.3, I.4. Donde dice: ...tratamiento con progestagenos.

Debe decir: ...tratamiento con antiprogestagenos.
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Figuras:
Figura 8:

59-HI 59-2-HI 59-HD-  59-HD+ muasculo ut+E,

Figura 10:

C7-HI BetR- BetR+ C4-HD+ masculo utero Bet+E Bet
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Figura 12:
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