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RESUMEN

Nuestro laboratorio ha estado trabajando desde hace varios afios en el modelo de
carcinogénesis mamaria inducida por la administraciéon prolongada de acetato de
medroxiprogesterona (MPA) en ratones BALB/c. Estos adenocarcinomas mamarios
murinos son generalmente dependientes de progestagenos (PD) pero se pudieron
obtener variantes independientes (PI) que conservan receptores para estrogenos (ER) y
progesterona (PR). En muchos trabajos realizados con el fin de conocer el patréon de
comportamiento de estos tumores han sido efectuados en cultivos primarios. Asi se ha
demostrado que el MPA y la progesterona tienen un efecto estimulatorio y el estradiol
un efecto inhibitorio sobre la proliferacion celular y que el PR estaria involucrado tanto
en el crecimiento auténomo como en el dependiente, en este tltimo a través de factores
séricos (como el bFGF).

Dado que los cultivos primarios presentan limitaciones en la evaluacion de
ciertos mecanismos genéticos, en nuestro laboratorio se han desarrollado 6 lineas
celulares de crecimiento in vitro, 5 a partir del tumor PD C4HD y 1 a partir del tumor PI
C7HI y todas ellas han sido reinoculadas in vivo.

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar morfolégica y funcionalmente
estas lineas, mediante técnicas de histologia convencional e inmunocitoquimica. En
cultivos celulares se determind: el tipo de filamento intermedio para comprobar la
estirpe epitelial; la presencia de receptores hormonales para correlacionarla con su
respuesta hormonal; la presencia de c-erbB-2 y caderina como marcadores de
diferenciacion celular y malignidad. En las lineas celulares creciendo in vivo se
evaluaron el patron de crecimiento, la capacidad metastasica, y la secrecion de
mucopolisacaridos neutros o dcidos. Todas las lineas fueron de estirpe epitelial y
expresaron PR y ER en cultivo y en tejido; algunas adquirieron la expresiéon de
vimentina posiblemente a causa de la desdiferenciacion que han sufrido al ser
cultivadas. A diferencia de la linea C7L1, las lineas provenientes del tumor C4HD
expresaron intensamente c-erbB-2, tal como el tumor parental. Todas las lineas
expresaron caderina. Las lineas C4L2 y la C7L1 mostraron los fenotipos
histolégicamente mas agresivos, la primera de aspecto sarcomatoide y la segunda,
indiferenciado; ambas metastatizaron en multiples sitios. El resto de las lineas sélo

presentd metastasis pulmonares. En definitiva, considerando la poca disponibilidad de



lineas PR+/ER+, estas lineas epiteliales de cancer de mama murinas auguran ser una
herramienta muy util en la diseccion de los mecanismos genéticos y moleculares que

subyacen a la progresién maligna.

Y

(}\.. " ELeoNoRA
ALF TAGANC

BEDCR
it SREET




ABREVIATURAS

DMBA: dimetilbenzantraceno

E,: estradiol

ER: receptor de estrogenos

ICQ: técnica inmunocitoquimica

IHQ: técnica inmunohistoquimica
MMTYV: virus del tumor mamario murino
MNU: metilnitrosourea

MPA: acetato de medroxiprogesterona
P(1): pasaje (de tumor en animales singeneicos) niimero ()
PD: progestageno-dependiente

Pg: progesterona

PI: progestageno-independiente

PR: receptor de progesterona

R(1): repique (de células en cultivo) nimero ()
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INTRODUCCION



I. EL CANCER DE MAMA

A. Epidemiologia

El cancer de mama causa el 20% de las muertes por cancer entre las mujeres y es la
causa principal de muerte entre las mujeres norteamericanas entre los 40 y los 55 afios
(National Center for Health Statistics, 1990). La incidencia ha venido creciendo
sostenidamente desde hace 80 afios, de forma tal que del total de la poblacién femenina de
E.E.U.U. casi una de cada nueve mujeres desarrollard cancer de mama en algiin momento
de su vida, el 12% tendra un diagnostico positivo de tumor mamario y el 3.5% morira a
causa de esta enfermedad (Harris et al, 1992a). La tasa ajustada de muerte por edad se ha
mantenido estable por los ultimos 30 afios (actualmente 27/100.000) lo que se deberia en
parte a estadisticas mas completas, una deteccion mas temprana, una mayor incidencia de
formas de mejor evolucion (tumores localizados y con receptores hormonales)(Glass and
Hoover, 1990) o avances en los tratamientos (Harris et al, 1992¢). Cada afio 43.000 mujeres
mueren de esta enfermedad por lo que se explica la atencion y la publicidad que ha recibido
y el que sea foco de intenso estudio en cuanto a sus origenes, métodos de diagndstico y
tratamiento. A pesar de que mucho se ha avanzado, particularmente con el diagnostico
temprano, es llamativo que una neoplasia que aparece en un érgano expuesto, accesible por

lo tanto a la autoexaminacion y al diagndstico clinico, cobre todavia tantas vidas.

B. Incidencia y Etiologia.

El cancer de mama es raro en mujeres menores de 25 afios, excepto en ciertos casos
familiares (como en pacientes portadoras del gen BCRA 1) y a partir de la cuarta década
donde empiezan a incrementarse las tasas de incidencia. Después de la menopausia la
incidencia sigue en aumento, un 2,1% por afio (Henderson et al, 1993) pero mucho menos
dramaticamente que antes.

Basados en la incidencia de esta enfermedad en los distintos grupos se pueden
resumir los factores de riesgo en los siguientes:

1. Genéticos

2. Ambientales

3. Hormonales



1. Factores Genéticos

La magnitud del riesgo esta directamente relacionado con el nimero de parientes
que han tenido céncer de mama y la edad en que lo han desarrollado (cuanto mas joven la
pariente y/o cuantas mas parientes con cancer bilateral, mayor la predisposicion genética).
Existen pocas familias con una transmisién de un gen autosémico dominante asociado a
carcinomas de mama y ovario, el llamado sindrome de Li-Fraumeni (carcinomas y
sarcomas multiples) en el cual el cancer de mama afecta al 25% de las pacientes y esta
asociado a una mutacién en el gen supresor p53. El 5% de todos los tipos de cancer de
mama, especialmente el que afecta a mujeres entre los 30 y 40 afios, con una probabilidad
de heredarlo de 1 en 200, y al haberlo heredado un riesgo del 80 al 90 % de efectivamente
desarrollar céncer, estd asociado a la presencia de un gen en el cromosoma 17 (locus
17q21), llamado BCRA1 (breast cancer region) (Hall et al, 1990) también ligado al cancer
de ovario (Narod et al, 1991).

2. Factores ambientales

Las grandes variaciones en las tasas de cancer de mama entre paises y a través del
tiempo dentro de los paises y los incrementos en las tasas migratorias de naciones con baja
incidencia a otras con incidencias mayores indican que existen determinantes no genéticos
importantes del cancer de mama. Es necesario conocer estos determinantes para identificar
cual es el grupo de mujeres que puede beneficiarse con un control frecuente y tratamientos
de profilaxis asi como con un posible cambio de las costumbres socioculturales.

En cuanto a la diferencia entre paises, es de notar que si bien las tasas mundiales
tienden a aumentar, son sorpresivamente bajas en los paises orientales respecto de los
occidentales (en Japén, por ejemplo, la incidencia total es sélo un quinto de la de
E.E.U.U.). Un dato revelador es que hace 200 afios las jévenes de E.E.U.U. tenian su
menarca a los 17 afios, como las jévenes chinas, pero hoy en dia las primeras la tienen a los
12.8 afios mientras que las segundas se mantienen en la misma media.

La composicién en grasas de la dieta ha sido tema de discusién, en gran parte
debido a las diferencias halladas entre paises. Sinembargo, varios estudios epidemiolégicos

han sido llevados a cabo desmintiendo esta teoria, s6lo comprobando que la ingesta total de



calorias esté relacionada con el cancer de mama (Willet et al, 1989 y Willet et al, 1997). En
algunos estudios se ha encontrado una relacion inversa entre el cancer de mama y la ingesta
total de vitamina A (en Harris et al, 1992a) y se ha comprobado el efecto protector de la
lactancia. Las dietas macrobidticas y/o vegetarianas (como las adoptadas por los
Adventistas del Séptimo Dia) caracterizadas por alimentos como la soja, el tofu y el miso,
los cuales contienen un alto porcentaje de fitoestrogenos (compuestos con efectos
estrogénicos y antiestrogénicos in vivo e in vitro) han demostrado tener un efecto
anticarcinogénico en tumores experimentales inducidos con NMU o DMBA. Es de notar,
sin embargo, que las concentraciones halladas en humanos de ciertos fitoestrégenos, como
la genisteina o las isoflavonas, son mucho menores que las que tienen un efecto positivo in
vitro (en Murkies et al, 1998).

Se ha analizado una gran cantidad de variables en cuanto a su asociacién con el
riesgo de contraer cancer de mama, aunque muchas no indican causa en absoluto sino
asociaciones, como por ejemplo la clase socioecondmica (mayor riesgo en la clase alta) asi
como el estado social (mayor riesgo para las solteras), la ingesta de alcohol (riesgo
moderado) y de café (sin riego asociado), etc.(Harris et al, 1992a). La exposicion a
radiaciones ionizantes, particularmente entre la pubertad y los 30 afios, incrementa
sustancialmente el riesgo aunque exposiciones clinicamente importantes raramente ocurren
(como lo serian radioscopias repetidas o una bomba atémica).

El rol de los virus ha sido estudiado desde que Bittner descubriera un agente
filtrable, transmisible a través de la leche materna a ratones en amamantamiento (Bittner,
1936). Se han encontrado secuencias del MMTV (mouse mammary tumor virus), un
retrovirus, en algin tipo de cancer de mama humano (Wang et al, 1995) aunque no existen

evidencias para considerarlo un agente etiolégico.

3. Factores hormonales

Como principales factores de riesgo se pueden nombrar:
e menarca temprana
e menopausia tardia
e nuliparidad

e primer parto luego de los 30 afios



e embarazos sin término

e obesidad

e terapia estrogénica de reemplazo
e anticonceptivos orales

En general, el riesgo es atribuible a la mayor exposicién a las hormonas sexuales
durante la vida de la persona, debida, por ejemplo a una menarca temprana (variable que
tiene gran peso entre las diferencias internacionales) y una menopausia tardia. El primer
embarazo a una edad temprana (y el segundo también) reduce el riesgo de contraer cancer
de mama. El efecto protector del embarazo como inductor de la diferenciacion de la
glandula mamaria ha sido comprobado por varios estudios experimentales en los cuales se
le atribuye esta funcion a la gonadotrofina coriénica sintetizada por la placenta, tanto si la
prefiez o la administracion de la hormona ocurren antes (Russo, 1983) o después (Russo,
1990) de la exposicién a un carcindgeno quimico. Por tanto, la nuliparidad privaria a la
glandula mamaria de diferenciarse y un primer parto tardio retrasaria esta diferenciacion.

La idea de que la exposicion a los estrogenos aumenta el riesgo de cancer de mama
esta muy difundida ya que existen varias evidencias que la apoyan, como el hecho de que
una mujer que ha sufrido una ooforectomia de joven raramente desarrolla este cancer y que,
por el contrario, ain la exposicién prenatal a este tipo de hormonas afecta las
probabilidades de una persona de desarrollarlo (Ekbom et al, 1991). Estudios
epidemiologicos realizados en mujeres postmenopdusicas tratadas con estrogenos como
terapia de reemplazo (ERT) muestran que su riesgo de contraer cidncer es un 40% mas
elevado que el de las mujeres que nunca han tenido ese tratamiento y que el riesgo
disminuye una vez que se abandona el mismo (Harris et al, 1992a). En otros estudios, sin
embargo, poniendo de manifiesto lo controvertido del tema, la utilizacion de ERT
contibuye con un factor de riesgo del 3,5% por afio de uso al cancer de endometrio y con un
2,1% al cancer de mama, con un riesgo que dura de por vida luego de 5 afios de uso
(Henderson et al, 1993). La utilizacion de anticonceptivos combinados orales (COC)
aumenta el riesgo de cancer de mama en un 3,1% por afio de uso en mujeres tratadas por
debajo de los 45 afios y produce un incremento del 9% en la incidencia, pero por encima de
esta edad no se observa un cambio en el grado de riesgo con el uso de COC (Henderson et

al, 1993). La combinacion de progestagenos con la terapia estrogénica para prevenir el



riesgo de cancer de endometrio no s6lo no disminuye el riesgo de cancer de mama sino que
le aflade (Bergkvist et al, 1989) con varias lineas de evidencia experimentales, sugiriendo
una acciéon decididamente carcinogénica de los progestagenos, como el acetato de
medroxiprogesterona o0 MPA, sobre la glandula mamaria (Lanari et al, 1986b y Russo et al,
1989).

Las mujeres premenopdusicas obesas tienen un riesgo de cancer de mama menor
que mujeres de la misma edad pero sin sobrepeso, mientras que las mujeres
postmenopausicas con sobrepeso tienen un riesgo mayor. La obesidad premenopausica se
caracteriza por frecuentes ciclos anovulatorios, lo cual disminuye la exposicion de la
glandula mamaria tanto a los estrégenos como a la progesterona (Henderson et al, 1993).
Como la grasa corporal también es una fuente estrogénica debido a la aromatizacion de la
androstenediona que alli tiene lugar (Cotran et al, 1994), después de la menopausia, donde
el nivel de hormonas declina, esta contribucién podria volverse més importante en el

incremento del riesgo de cancer de mama.

C. Clasificacion
Los tumores pueden ser clasificados histolégicamente (Harris et al, 1992b y WHO

Histologic Typing of Breast Tumors, 1982) como:

1. Noinvasor
a. Carcinoma intraductal
b. Carcinoma intraductal con enfermedad de Paget
¢. Carcinoma lobulillar (o lobular) in situ

2. Invasor
a. Carcinoma ductal invasor
b. Carcinoma ductal invasor con enfermedad de Paget
¢. Carcinoma lobulillar invasor
d. Carcinoma medular
e. Carcinoma coloidal
f. Carcinoma tubular
g. Carcinoma cistico adenoide
h. Carcinoma apécrino
i. Carcinoma papilar invasor



1. No invasores
1a. Carcinoma intraductal no invasor
Es definido como una poblacién de células malignas que no han invadido el

estroma. Sinembargo estas células pueden diseminarse a través del sistema de conductos y

producir extensas lesiones involucrando regiones enteras de una mama. Histologicamente,

estos tumores se dividen en cinco subtipos:

e Comedocarcinoma. Caracterizado por un rapido crecimiento de células altamente
malignas. Las células en el centro de los conductos se encuentran frecuentemente
necréticas y calcificadas. Presentan aspecto de “comedon”.

e Solido

o Cribiforme. Presenta estructuras tipo conducto dentro de los conductos primarios
dilatados (aspecto de “colador™).

e Papilar

e Micropapilar

El comedocarcinoma, y probablemente también los otros subtipos, serian

precursores de tumores invasor.

1c. Carcinoma lobulillar in situ
Esta lesion se caracteriza por la proliferacion celular de uno o mas conductos y/o
conductillos (acinos) terminales, por células pobremente cohesivas y un poco més grandes

de lo normal, con raras mitosis y nicleos ovales o redondos con pequefios nucleolos.

2. Invasores

2a, Carcinoma ductal invasor

Representa entre un 65 y un 80% de los canceres de mama siendo el tipo maés
comtn. La mayoria exhibe un estroma denso y fibroso, dando al tumor una consistencia
dura (carcinoma “escirroso”). Este crecimiento ocurre como nodulos delimitados de
consistencia dura, similar a una piedra. Infiltra las estructuras circundantes pudiendo fijarse
a la pared del térax. En casos avanzados presenta caracteristicamente el aspecto de “piel de
naranja” a causa del edema entre los foliculos pilosos. El pezon frecuentemente esta

retraido. Histol6gicamente, el tumor consta de células malignas dispuestas en cordones,



nidos sélidos, tibulos, glandulas y masas anostomosadas. Las células claramente invaden el
estroma conectivo. El detalle citologico de estas células varia desde pequeiias células con
nucleos regulares moderadamente hipercromaticos a células enormes con nicleos grandes
hipercromdticos e irregulares. Frecuentemente se encuentra invasion de los espacios
perivasculares y perineurales asi como de los vasos sanguineos y linfaticos. Los tumores
son definidos de acuerdo al grado de atipia nuclear, de diferenciacién histolégica
(formacién de tabulos) y del nimero de mitosis por campo de mayor aumento en bien,

moderada y pobremente diferenciados.

2b. Enfermedad de Paget
Esta es una forma de carcinoma ductal invasor que aparece en los conductos
principales y se extiende intraepitelialmente involucrando la piel del pezdn y la areola, que

se observa fisurada y ulcerada, rodeados por hiperemia inflamatoria y edema.

2¢. Carcinoma lobulillar invasor

Este tipo de cancer mamario probablemente surge de los conductos terminales del
l6bulo mamario. Aunque sélo representa entre un 5 a un 10% de los carcinomas de mama
es de interés porque: tienden a ser bilaterales con mas frecuencia que el resto y a ser
multicéntricos dentro de la misma mama. Histolégicamente, consta de lineas de células
tumorales infiltrantes, usualmente una célula detras de otra, dispersas en una matriz fibrosa.

Nidos y hojas de formas irregulares suceden al patrén caracteristico de “fila india”.

2d. Carcinoma medular

Esta constituido por células muy atipicas y estd rodeado por una banda linfocitaria.
No tiene la tipica desmoplasia (formacién de tejido fibroso) del carcinoma comin. Los
focos de necrosis y hemorragias son grandes y numerosos. Aun cuando hubiese metastasis

axilares la tasa de sobrevida a 10 afios es mayor al 70%.

2e. Carcinoma coloidal o mucinoso
Esta variedad poco usual se da en mujeres mayores y se desarrolla lentamente con el

paso de los afios. El tumor es extremadamente blando y tiene la apariencia de una gelatina



gris-azulada palida. Puede darse en una forma pura, donde al menos el 75% del tumor es

mucinoso, o en una forma mixta con otros tipos de carcinomas infiltrantes.

D. Modelos animales del cincer de mama

1. Rata

La gldndula mamaria de la rata es hoy en dia uno de los modelos de carcinogénesis
mamaria mas ampliamente utilizado ya que existen cepas que desarrollan tumores
mamarios espontdneos, que responden a una variedad de carcin6genos quimicos y a
radiacion, y que desarrollan tumores hormonodependientes. Los tumores histolégicamente
mas malignos de la rata se asemejan a los carcinomas ductales invasores humanos y su
clasificacion es similar (IARC, 1990). Las lesiones benignas mas comunes son adenomas
ductales, tipo papilar, cribiforme o comedo, mientras que las lesiones malignas son
principalmente carcinomas invasores papilares, cribiformes, comedos o tubulares. Esta
clasificacion esta basada en las caracteristicas histogenéticas tumorales, por tanto
proporciona informacién precisa acerca de su identidad biolégica, es decir, la respuesta
hormonal observada en esos tumores esta de acuerdo con el status de los receptores
correspondientes, en una palabra, la histologia correlaciona con la biologia tumoral.

2. Ratén

La carcinogénesis mamaria en el raton ha sido ampliamente estudiada desde varios
angulos, tales como la susceptibilidad hereditaria, la influencia hormonal sobre la
promocion, proliferacion y progresion maligna, y la presencia del MMTV (mouse
mammary tumor virus) como agente causal. Los detalles morfologicos de la glandula
mamaria murina son muy simples comparados con los del humano, en particular carece de
tejido conectivo denso, presenta lébulos més simples, numerosos mastocitos y escasas
células mioepiteliales, y esta libre de glandulas sudoriparas apocrinas y células mucosas. La
mayoria de la informacién acerca del dinamismo de la morfologia mamaria en el raton ha
provenido de la técnica de montaje completo. Los acinos representan el sitio de origen mas
frecuente del cancer de mama murino, aunque también puede originarse en los conductos
intra e interlobulillares, mientras que los conductos principales raramente desarrollan
neoplasias. La clasificaciéon de los tumores mamarios ha evolucionado desde la primera

realizada por Dunn en 1953, posteriormente revisada y modificada por Dunn y Sass en



1979. En el capitulo de Squartini y Pingitore sobre los tumores de la glandula mamaria en
“Tumores del ratén” (IARC, 1994) se ha adoptado esta ultima clasificacion pero carece de
utilidad practica (adenocarcinomas tipo A, B, C, etc.) ya que estd basada meramente en la
morfologia de los tumores y nada dice sobre su identidad biolégica. Por ello es que en
nuestro laboratorio hemos desarrollado para nuestros tumores una clasificacion similar a la
existente para los tumores de la rata.

3. Hamster

Los tumores mamarios espontineos en el hamster son extremadamente raros e
incluso la estimulaciéon prolongada con estrogenos sintéticos no ocasiona desarrollo
tumoral. Aunque los informes de induccion experimental son pocos se sabe que la
administracién oral de 3-metilcolantreno (MC) en hamsters induce carcinomas mamarios
en breves periodos de tiempo. Dada la escasez de casos su clasificacion es muy simple.
Semejante a la del ratén, la clasificacion morfoldgica distingue entre carcinoma papilar,

cribiforme, folicular y carcinosarcoma (“Tumores del Hamster”, IARC, 1996).



II. MODELOS EXPERIMENTALES DEL CANCER DE MAMA

A. Modelos in vivo

El uso de modelos animales en la investigaciéon del céncer es absolutamente
necesario para validar cualquier dato obtenido de un sistema generado ex vivo. No hay
forma de predecir exactamente la toxicidad de un agente antineopldsico, su
biodisponibilidad, su metabolismo, su eliminaciéon o acumulacién o entender la relacion
tumor-huésped y su influencia sobre la terapia o tratar de dilucidar las distintas etapas del

cancer, iniciacion, promocioén y progresion, sin el uso de modelos in vivo (Clarke, 1996 a).

1. Carcinogénesis Quimica

Los modelos de carcinogénesis quimica en roedores resultan excelentes para
estudiar los eventos tempranos de la promocién y la progresion maligna, siendo de vital
importancia la eleccion del carcinégeno. Los dos modelos méas ampliamente utilizados en la
carcinogénesis mamaria en rata son los inducidos por DMBA (7,12-dimetilbenzantraceno)
en ratas Sprague-Dawley (SD) (Russo and Russo, 1978) y por NMU (N- metilnitrosourea)
en ratas SD o Fischer 344 (Gullino et al, 1975; Ip, 1996). La latencia tumoral esta, en
general, inversamente relacionada con la dosis del carcinégeno, mientras que la incidencia
tumoral y el n° de tumores/rata estdn directamente relacionados a la dosis. La biologia del
tumor también depende de la dosis ya que al aumentarla también lo hace el n° de tumores
malignos. La administracién intragastrica de 20 mg/kg de DMBA o endovenosa de 50
mg/kg de NMU produce aproximadamente igual nimero de tumores, incidencia y latencia
(8-10 semanas). La capacidad inductora de estos dos agentes quimicos depende fuertemente
de la edad, alcanzando su méaximo cuando son administrados a animales ente los 45 y 60
dias, es decir, en su madurez sexual. DMBA se activa en la glandula mamaria en este
periodo de intensa proliferacion del epitelio mamario, lo que no pareceria ser algo
determinante ya que NMU es igualmente eficaz a esta edad y no requiere activacion. La
mayor incidencia tumoral se alcanza en la etapa de proliferacion de los brotes terminales
pero la mayor cantidad de tumores se obtiene entre los 40 y 46 dias, donde casi el 100% de
estos brotes esta diferenciando a brotes alveolares (Russo y Russo, 1996).

Los tumores mamarios en la rata son hormono-dependientes tanto para su

induccién como para su crecimiento. La ovariectomia causa la regresién tumoral en un 80%
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de las ratas SD tratadas con DMBA asi como previene la tumorigénesis mamaria causada
por radiacion. El tratamiento con estradiol o progesterona o una prefiez completa y
lactancia previos a la exposicién al carcinégeno reduce la susceptibilidad de la glandula al
aumentar su diferenciacion (Russo, 1983). La prefiez después de la exposicion al
carcinégeno reduce la latencia y la incidencia tumoral (Russo et al, 1990). En ambos
modelos la administracidon del tamoxifeno y otros antiestrégenos después del carcindégeno
retrasan la aparicion del tumor. La mifepristona, un antiprogestageno, prolonga la latencia
tumoral cuando es administrada inmediatamente después del tratamiento con DMBA, y
reduce el crecimiento tumoral en las ratas portadoras de tumor (Russo y Russo, 1996).
Debido a su dependencia hormonal, estos dos modelos pueden ser muy utiles en la
evaluacion del tratamiento antiestrogénico como prevencion del cancer de mama.

Los tumores inducidos por DMBA tienen una expresion relativamente baja de ras
activado (<25%) mientras que los inducidos por NMU alcanzan una activacion del 75% y
mayores también (Sukumar et al, 1991), resultando un modelo interesante en el estudio de
la transduccion de sefiales mediada por ras, aunque dicho oncogen sélo se encuentre
activado en menos del 25 % de los carcinomas de mama humanos.

Como desventajas del modelo de la carcinogénesis quimica mamaria se pueden
mencionar:

1. En el modelo de induccion en ratas por DMBA se requiere de la activacion hepatica
de este carcindgeno, con metabolitos que permanezcan en el animal por varios dias, por lo
que la co-administracion de otros tratamientos debe ser examinada cuidadosamente de
forma tal que no altere las propiedades farmacocinéticas del DMBA a fin de no obtener
resultados confusos (Russo y Russo, 1996).

2. No esta claro la influencia dietaria sobre la latencia y la incidencia tumoral, como en
muchos otros modelos, ya que en general, una dieta excesivamente rica en grasas reduce la
latencia pero aumenta la multiplicidad tumoral, aumentando a su vez la fracciéon de tumores
histologicamente malignos (Russo y Russo, 1996).

3. Es necesario inducir los tumores cada vez, ya que no se mantienen por pasajes
singeneicos por tratarse de cepas exocriadas.

4. Ambos modelos son poco metastasicos.



Para concluir, el modelo de carcinogénesis quimica mamaria es especialmente bueno para

dilucidar los eventos tempranos de la proliferacién maligna.

2. Carcinogénesis Viral o Biologica

Muchas de las cepas cldsicas de raton (Mus musculus), tales como C3H, GR, BR6 y
RIIL, han sido endocriadas durante los ultimos 60 afios para lograr una alta incidencia de
tumores mamarios, ya que todas tienen el virus del tumor mamario murino (MMTV)
insertado en su genoma, al que se denomina provirus. Los ratones de algunas cepas, como
la C3H, transmiten a través de la leche particulas altamente infecciosas y son capaces de
transmitir el virus infectivo al amamantar a ratones de otra cepa que no lo llevan en su
genoma. Las hembras de C3H desarrollan tumores mamarios independientes de la prefiez y
resistentes a su vez al tratamiento hormonal. Las hembras infectadas con MMTV
desarrollan frecuentemente nddulos alveolares hiperplasicos (HAN) que se consideran
lesiones preneoplésicas. La cepa GR transmite genéticamente el provirus infectivo (Mtv 2)
(Weiss et al, 1982) y sus hembras tienen una alta incidencia de tumores mamarios
dependientes de la prefiez, que luego de una o mas prefieces se vuelven independientes. Las
metastasis pulmonares en hembras GR portadoras del virus son muy frecuentes (Callahan,

1996).

El MMTV es un retrovirus transformante no citopatico. Un paso obligado de su
replicacion es la insercion de una copia de su genoma en el DNA de la célula huésped, un
evento que es potencialmente mutagénico para la célula, ya que al hacerlo causa la
desrregulacion de la expresion de los genes adyacentes al sitio en el que se inserta, por
ejemplo, la familia de los genes int. Para identificar los genes celulares afectados se usa el
virus como marcador molecular y de esta forma se han encontrado 6 genes inf (Intl/Wntl,
Int2/ Fgf3, Wnt3, y otros) en cepas murinas con alta incidencia de tumores mamarios y/o
portadoras de MMTYV. Estos genes no se expresan normalmente en la glandula mamaria
sino en otros tejidos, y algunos no se expresan directamente en condiciones normales. El
mecanismo por el cual el MMTV activa la expresion de estos genes se debe al efecto
“enhancer” de las secuencias LTR (long terminal repeat) del genoma proviral sobre el
promotor transcripcional del gen adyacente afectado (Weiss et al, 1982). Algunos de los

genes Wnt se expresan en tiempos precisos del desarrollo mamario y presentan funciones



interesantes. Wntl expresa una proteina asociada a la matriz extracelular y superficie
celular, y dado que esta familia de genes esta relacionada con los genes wingless de
Drossophila, por mutantes wg, existe evidencia para asignarle a Wntl la funcién de
aumentar la adhesion celular mediada por Ca™ en un mecanismo de transduccién de sefiales
que regula el “pool” citoplasmatico de B-catenina y estabiliza su unién a caderina (Hinck et
al, 1994).

Por todo esto, el modelo es una excelente aproximacion experimental para disecar a
nivel genético los eventos mutacionales que contribuyen a cada etapa del desarrollo
tumoral. El aporte mas importante del modelo del MMTV es que provee una herramienta
para encontrar genes relacionados con la progresion maligna y su punto final, la metastasis,
y los mecanismos de transduccidén de sefiales subyacentes, tanto en el desarrollo maligno
como en la glandula normal.

El modelo murino, sin embargo, en relaciéon con el cancer de mama humano,
presenta sus limitaciones, ademas de las evidentes, hormonales, metabdlicas, etc. La
descripcién histopatoldgica de los tumores ha sido tema de discusion entre la comunidad
cientifica ya que la mayoria de las descripciones de los tumores murinos no se corresponde
con las formas mas frecuentes de tumores humanos. No obstante, Wellings (1980) encontro
que la mayoria de las lesiones humanas se hallan en la unidad ducto-lobulillo, y que la
lesién lobular atipica tipo A (ALA) es morfolégicamente muy similar a la lesion tipo HAN
murina. Queda por responder actualmente si la genética de la tumorigénesis en el ratén es

relevante en el cancer de mama humano.

3. Ratones Transgénicos

Los animales transgénicos han sido usados como modelos de la transformacion
maligna por afios (Jaenisch, 1988; Frohman and Martin, 1989) y han producido valiosa
informacion, que como en los otros modelos in vivo, no puede ser obtenida de estudios in
vitro, dado que el cancer ocurre en el contexto de un organismo vivo, en un ambiente muy
complejo (tejidos vecinos, hormonas, sistema inmune, factores dietarios, etc.). Los
transgénicos, portadores de genes insertados, y los knock-outs, privados de un gen en
especial, han sido utilizados principalmente para dilucidar la accién de los genes en

cuestion, por su actividad en exceso, los unos, y por defecto, los otros.



Los promotores que se han usado para expresar oncogenes en la glandula mamaria
en ratones transgénicos incluyen promotores especificos mamarios como el WAP
(promotor de proteinas 4cidas del suero), el promotor de B-lactoglobulina y el MMTV-
LTR, o no mamarios, como el promotor de la metaloproteina murina (MT) (Amundadottir
et al, 1996). Los dos primeros son promotores de genes especificos de la leche, por lo tanto
se expresan en las etapas tardias de la prefiez y durante la lactancia. El promotor/enhancer
del MMTYV es activo en la glandula mamaria virgen, actividad que se incrementa durante
las prefieces, y también en otros tejidos, como las glandulas salivales y otros 6rganos
reproductivos. El MT1 dirige la expresion en la mayoria de los tejidos epiteliales, incluso
en la glandula mamaria.

Un namero de oncogenes, factores de crecimiento y genes supresores han sido
estudiados aplicando esta técnica, tales como:

e TGFa, un miembro de la familia del EGF, con datos previos obtenidos in vitro
sugiriendo un rol oncogénico en la tumorigénesis mamaria (Jhappan et al, 1990).

e c-erbB-2/neu, un receptor similar al de EGF que resulta amplificado entre un 15 a
un 30% y sobreexpresado entre un 40 a un 50% en los carcinomas mamarios humanos
(King et al, 1985) y en el que una sola mutacién imita el efecto de unién del ligando, la
dimerizacion e internalizacién (Perren, 1991); el transgénico que sobreexpresa el proto-
oncogen neu desarrolla carcinomas mamarios capaces de dar metastasis (Guy et al, 1992a).

e c-myc, un proto-oncogen que codifica para una fosfoproteina nuclear que cuando
las células son activadas por un mitdégeno se encuentra un aumento significativo de su
expresion (Meichle et al, 1992); mas aun, se encuentra amplificado en un 25 a un 30% de
los casos de cancer de mama y rearreglado y sobrexpresado en muchos mas casos (Bonilla
et al, 1988); por otro lado se sabe que esta sobrexpresion predispone al animal transgénico
al cancer de mama pero no es suficiente para inducirlo por si mismo.

e Antigeno “middle T” del poliomavirus, probablemente transforma a las células
activando un nimero de mecanismos intracelulares de transduccién de sefiales, uniéndose a
moléculas como Src, Yes, fyn tirosinas quinasas, PI 3’quinasa y protein fosfatasa 2A; un
alto nimero de animales transgénicos de ambos sexos que expresan este antigeno, ademas
de desarrollar adenocarcinomas multifocales, mostraron metastasis pulmonares a los 3

meses de edad, implicando que el antigeno middle T podria ser importante en la generacién



de metastasis y a Src como un mediador relevante de esta transformaciéon (Guy et al,
1992b).

e Antigeno “large T” del virus SV40, cuyo producto proteico se une a la proteina
supresora p53 aliviando sus efectos restrictivos sobre el avance en el ciclo celular y
promoviendo la formacién de tumores en la glandula mamaria de hembras transgénicas
(Tzeng et al, 1993) aunque no es suficiente para inducir la tumorigénesis por si mismo, en
consistencia con la hip6tesis “multi hit” para el cancer, donde se necesita que ocurra mas de

un evento antes de que el cancer aparezca.

e Ras, una familia de proteinas pequefias que unen nucleétidos de guanina, cuya
expresion de mRNA y niveles de proteina han demostrado estar aumentados en un gran
numero de tumores humanos aunque no por amplificacion, rearreglos ni mutaciones
puntuales, sino por una alta frecuencia de alelos raros (Theillet et al, 1986); como la
mayoria de los oncogenes sobrexpresados en transgénicos, a pesar de que induce tumores
mamarios, no es capaz por si solo de hacerlo en un tnico paso, en contra de lo que se ha

sugerido en algunos estudios in vitro (Sinn et al, 1987).

e Los genes int, descubiertos por la integracion del MMTV, han demostrado ser
importantes en el cancer mamario murino ya que todos los transgénicos realizados, como
ser wnt-1, int-2, int-3 (Stamp et al, 1992; Muller et al,1990; Robbins et al, 1992)
desarrollaron hiperplasias mamarias o adenocarcinomas tanto en machos como en hembras;
aunque es cierto que no estan asociados al cancer humano llama la atencién que en el
amplicon amplificado donde mapean algunos genes de esta familia se ha descubierto el gen
de la ciclina D1.

e Los genes supresores del crecimiento, como p53 y TGFB, siendo el primero la
alteracion genética mas frecuente encontrada en los canceres humanos, donde cualquier
mutacién causa un cambio conformacional de la proteina aumentando su estabilidad,
impidiendo que se una al DNA y reprima la proliferacion celular, lo que puede conducir a
la transformacién maligna (Levine, 1993); ratones deficientes en uno o los dos alelos de
p53, desarrollan linfomas y sarcomas multiples, pero no tumores mamarios, probablemente
porque fallecen antes, por lo que seria util en este caso valerse de la técnica de glandula
mamaria transgénica (y no todo el animal transgénico) descripta mas adelante, para evitar

las complicaciones por la falta de p53 en otros 6rganos; en cuanto a TGFR, un inhibidor del
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crecimiento y/o promotor de la diferenciacion de células epiteliales in vitro, su expresion
podria revertir o retrasar la accion de otros agentes transformantes ya que en el transgénico
TGFB inhibe el desarrollo ductal y lobulillar, segiin el promotor usado para dirigir la

expresion del gen (Jhappan et al, 1993; Pierce et al, 1993).

e Los genes reguladores del ciclo celular, las ciclinas, las cuales al asociarse y activar
a una familia de quinasas dependientes de ciclinas (CDKs), provocan una cascada que
dirige a la célula a la sintesis de DNA y/o mitosis; se piensa que las ciclinas involucradas
en la carcinogénesis mamaria humana son las D y E (fase G, del ciclo celular); ratones
transgénicos que dirigen la expresion de D1 en la glandula mamaria desarrollan
hiperplasias tempranamente y adenocarcinomas después de 18 meses (Wang et al, 1994), lo

que indica que la ciclina D1 esta de hecho involucrada.

Limitaciones:

1. El uso de construcciones que no alcanzan el 6rgano especifico, por ejemplo, si se
considera la secrecion del producto de determinado gen, hace dificil la distincion entre los

efectos autécrinos, paracrinos, intracrinos y endécrinos.

2. Donde la expresion es constitutiva durante toda la vida, el momento exacto en el
que ocurren los eventos mas criticos puede ser dificil de establecer, especialmente si no hay

cambios morfolégicos evidentes asociados.

3. El nivel de expresion del transgen puede producir, o fallar en producir, efectos
biolégicamente importantes porque el nivel de expresion es muy bajo o muy alto (Clarke,
1996).

4. El sitio de integracion del transgen puede tener un rol en el fenotipo obtenido.

5. Una variacion de la técnica consiste en crecer in vifro células epiteliales mamarias
primarias de un donor a las que se les introduce, por infeccién o transfeccion, el gen de
interés. Después de seleccionar las células que llevan el gen, se transplantan en el paniculo
adiposo de un animal aceptor (el cual ha sido deprivado del epitelio mamario antes de que
penetrase el paniculo, DeOme et al, 1959), donde crecen para formar una gldndula mamaria
transgénica (Edwards et al, 1988). La ventaja de este método es que no aparece la

complicacién de la expresion del transgen en otros érganos. La desventaja es que como el



transgen no es transmitido a la descendencia cada animal debe ser preparado
independientemente.

6. Dado que los oncogenes intractian de distintas formas para conducir a la
proliferaciéon maligna, cooperativa, aditiva o sinergisticamente (Amundadottir et al, 1995)
para obtener un panorama mas claro es necesario revisar los efectos de dobles o triples
transgénicos, donde la forma mas fécil de lograrlo es por cruzas entre transgénicos simples,
algunos de los cuales ya fueron obtenidos, revelando que ras-myc y TGFa-myc son
poderosas combinaciones de genes que pueden producir la tumorigénesis mamaria en

ratones.

4. El ratén nude y los xenotransplantes de lineas celulares

Un modelo experimental que se aproxime al ambiente in sifu del cancer de mama
deberia poder imitar los factores que influencian a o son influenciados por las células
malignas, con el fin de entender la relacion tumor-huésped y llevar a cabo una rapida
evaluacion de los efectos fisiologicos de los nuevos tratamientos. Desde su aparicion en
1969 (Rygaard y Povlsen, 1969) el ratén nude ha sido ampliamente utilizado en la
investigacion del cancer de mama humano, debido a que una aplasia timica genética
permite que el animal acepte tejido heterélogo (xenotransplante), incluso el humano,
permitiendo asi el estudio del crecimiento y la metastasis en un modelo in vivo.

Dado que de lo que carece el nude es de un sistema inmune competente (es
homocigota en una mutacion que afecta a la maduracion de la estirpe linfoide), mas
exactamente la inmunidad mediada por células T (Pantelouris, 1962), no resulta apropiado
para estudiar la respuesta humoral a la presencia de un tumor, pero la inmunidad mediada
por células (IMC) puede ser modelada al menos en parte in vivo (aunque la maduracion de
linfocitos B es también defectiva). Existen cepas de ratones con distintas clases de
inmunocompromiso en los que puede estudiarse este tema, como los scid (severe combined
inmune deficiency mutation), los bg/nu (mutaciones beige y nude en combinacion), y los
bg/nwxid (las dos mutaciones anteriores mas la inmunodeficiencia ligada al X). La
inmunidad independiente de células T se compone de varias células linfoides, como los
natural killer (NK) y los limphokine activated killer (LAK), las cuales ademés de estar

presentes en gran numero en el nude, pueden infiltrar tumores sélidos revelando una clara



actividad antitumoral. Dado que los NK pueden contribuir al control de las metastasis esto
podria explicar el hecho de que los xenotransplantes que crecen en nude sean pobremente
metastasicos. Los LAK pueden matar células neoplasicas, incluso las resistentes a los NK,
aunque algunos tumores son capaces de evadir a ambos efectores citoliticos (Clarke,
1996a). La habilidad de las hormonas para influir en la IMC debe ser considerada en el
disefio experimental, ya que, por ejemplo, concentraciones farmacoldgicas pero no
fisiolégicas de estrogenos pueden inhibir la actividad de los NK en ratones nude, razon por
la cual se ha postulado que el tratamiento con estrégenos favoreceria el crecimiento de
xenotransplantes ER- (Clarke, 1996a). La respuesta hormonal de los xenotransplantes ER-
pareceria ser enddcrina y no inmunolégica porque: 1) los estrogenos tienen una accion
bifasica sobre los NK, donde primero aumentan sus niveles, lo que coincide con el
momento en que un xenotransplante de MCF-7 ya es palpable, y recién luego de esto
empiezan a decaer; 2) las concentraciones de estrogenos necesarias para inhibir los NK son
mayores que las requeridas por un xenotransplante de MCF-7 para crecer; 3) las células
MCF-7 aun requieren de estrogenos para crecer cuando son crecidas en ratones bg/nu/xid,
los cuales presentan una muy baja actividad de NK en comparacién con los nude (Clarke,
1996a). Aun asi, todavia no estad claro por qué las células que carecen de ER crecen mas
con estrogeno.

El transplante de biopsias es efectivo pero lento en tanto que las lineas celulares
obtenidas a partir de ellas resultan ser altamente tumorigénicas y metastasicas en los ratones
nude. Este modelo ha servido para estudiar la progresion tumoral, la expresion de genes
relacionados, la adquisicion de resistencia a los antiestrégenos, etc., pero la mayor falencia
ha sido la falta de lineas celulares metastdsicas con un fenotipo ER+ y hormono-
dependiente (sin considerar, por supuesto, las transfectadas). Existen 3 lineas celulares
humanas respondedoras a hormonas ampliamente utilizadas: MCF-7 (Soule et al, 1973),
T47D (Keydar et al, 1979) y ZR-75-1 (Engel et al, 1978a). Estas lineas ER+ presentan una
diferenciacion glandular mayor que las ER-, requieren la suplementacioén con estrogenos
para crecer como xenotransplantes, pero mientras que la mayoria de los tumores ER+
invaden localmente y metastatizan, éstas lineas son pobremente invasivas y raramente
metastatizan en ratones nude.

Los xenotransplantes son utiles en el modelaje de distintas etapas de la enfermedad:
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e En la adquisicion de la hormono-independencia. El requerimiento estrogénico es
curioso si se considera que las tres lineas celulares mencionadas anteriormente, si bien son
ER+, fueron obtenidas de derrames pleurales de pacientes postmenopausicas, por lo que
Clarke y otros (1994) seleccionaron variantes de estas lineas que no requieren de estrogeno
para crecer pero mantienen la expresion de receptores y muestran un potencial metastdsico
muy incrementado, patréon que refleja mejor el fenotipo ER+/PR+ y antiestrégeno
respondedor de las pacientes con cancer de mama postmenopdusicas. Aunque la mayoria de
las lineas celulares son ER- y por lo tanto consideradas no respondedoras tanto in vivo
como in vitro, se ha demostrado la estimulacion estrogénica en ratones nude de una linea
ER- (MDB-MB-231) que no se deberia a un efecto inmunoldgico, es decir descendiendo
los niveles de NK, los cuales tienen un efecto antitumoral, sino a la menor pérdida de
células tumorales (Friedl y Jordan, 1994).

e En la adquisicion de la resistencia a los antiestrogenos. Mientras que mas del 70%
de los tumores ER+/PR+ responden a los antiestrogenos, la mayoria finalmente se volvera
resistente. Hay dos formas de modelar este pasaje: con una seleccion in vifro por
tratamiento con altas dosis del antiestrogeno o por seleccion seriada, o también in vivo por
exposicion continua a la droga, lo cual usualmente termina con un fenotipo dependiente de
tamoxifeno, inhibible por estrégeno, no muy frecuente en la clinica. A partir de la linea
MCF-7 se ha podido obtener, por seleccion in vivo seguida por una seleccion seriada in
vitro contra 4-hidroxytamoxifeno (el metabolito activo del tamoxifeno) la variante MCF-
7/LCC2, resistente a trifeniletilenos (familia de compuestos a la que pertenece el
tamoxifeno) pero no a antiestrégenos esteroides, un fenotipo relevante para la clinica
(Briinner et al, 1993). Parece ser que independientemente de si la seleccion fue in vitro o in
vivo, las lineas celulares retienen la expresion de ER y cierto grado de respuesta hormonal.
Basados en estos resultados experimentales podria haber varias formas en que los tumores
se vuelven resistentes a los antiestrogenos.

e En la resistencia a drogas. Probablemente la linea mas usada a este efecto es la
MCEF-7 AP} | que fue seleccionada in vitro contra doxorubicina y que sobrexpresa la
glicoproteina P (gen humano MDRI1) (Zyad et al, 1994). También se volvi6 ER- y
resistente a los antiestrogenos. Ultimamente se reportaron lineas que sélo tienen como

7ADR

mecanismo de resistencia la gp170, ya que la MCF- presenta varios otros.



e En la metastasis. Se han reportado dos lineas celulares ER- (MDA-MB-231 vy
MDA-MB-435) que producen, desde un tumor sélido creciendo como xenotransplante en
ratones nude, metastasis en pulmon y otros 6rganos (Price et al, 1990). Mientras que el
tiempo de diseminacion es largo, la incidencia es suficiente como para proveer un modelo
reproducible de metastasis (Clarke, 1996b).

Ventajas del modelo de los xenotransplantes:

1. Reproducibilidad y estabilidad.

2. Las semejanzas con la clinica son sustanciales: a) la histologia de los
xenotransplantes muy frecuentemente refleja la de los adenocarcinomas humanos; b) la
relacion inversa entre los receptores de EGF y estrdgenos, es decir, el fenotipo ER+/EGF-
es en principio de buen pronostico, mientras que el opuesto tiene pobres perspectivas; c) la
asociacion entre agresividad y menor diferenciacion, en cuanto a que un tumor poco
diferenciado es frecuentemente agresivo y viceversa.

Desventajas:

1. Lainoculacién subcutanea (s.c.) no es la mas adecuada, si bien conveniente, ya que
hay evidencia en aumento de que las interacciones tumor-huésped y tumor-estroma son
sumamente importantes en la progresion tumoral. Por lo tanto, el sitio mas apropiado para
los xenotransplantes de carcinomas de mama es el paniculo adiposo mamario (el sitio
ortotépico). La transplantacién ortotopica puede aumentar significativamente la tasa de
prendimiento del tumor y ocasionalmente favorecer la diseminacion de metéstasis.

2.  Resultan un modelo adecuado para el estudio in vivo de las lineas celulares pero la
fisiologia del animal no es realmente representativa de la enfermedad humana, ya que las
pacientes con céancer de mama no son inmunodeficientes.

3. Finalmente, en algiin momento de su génesis estas lineas celulares fueron adaptadas
a vivir in vitro, por lo tanto, los cambios metabélicos, celulares, y genéticos, pueden o no,
reflejar fielmente la enfermedad humana, pudiendo diferir, a su vez, los resultados

obtenidos in vivo e in vitro de una misma linea celular.
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B. Modelos in vitro

1. Lineas celulares

Las lineas celulares de carcinomas de mama humanos siempre han sido vistas como
una necesidad en la investigacion multidisciplinaria de esta enfermedad, y fue dificil
obtener lineas permanentes hasta que en 1958, Lasfargues y Ozello reportaron el éxito de su
cultivo de células tumorales a largo plazo (linea BT20). Aunque mucho se ha avanzado, la
dificultad de obtener lineas a partir de tejido primario de cdncer de mama y no de derrames
pleurales o fluidos asciticos, como se ha hecho tradicionalmente, es bien conocida
(Amadori et al 1993). Las dificultades técnicas son muchas:

1. El nimero de células malignas en las muestras puede ser bajo y su viabilidad,
frecuentemente baja.

2. La mayor parte del tejido resecado de las pacientes estd formado por estroma y
células de soporte, que tienden a crecer mucho mas rapido que las epiteliales.

3. Los informes respecto del medio adecuado varian desde sustratos de tejido
conectivo, como mucopolisacaridos y coldgeno, hasta requerimientos nutricionales y
aditivos séricos (con el logico desconocimiento de los esteroides requeridos y sus dosis
Optimas).

4. Mas frecuentemente se han obtenido lineas de derrames que de tumores sélidos, por
varias razones: 1) proveen gran numero de células epiteliales disociadas sin contaminantes
estromales; 2) se pueden sembrar a concentraciones extremadamente altas, sabiendo que su
crecimiento puede ser densidad-dependiente. Pero es razonable pensar que la poblaciéon de
células seleccionada en estos derrames no sea representativa del tumor primario.

Mas aun la mayoria de los estudios in vitro realizados en lineas celulares de cancer
de mama se basan en unas pocas lineas celulares bien caracterizadas, las hormono-
dependientes, como MCF-7 (Soule et al, 1973), T47D (Keydar et al, 1979) y ZR-75-1
(Engel et al, 1978), las cuales llevan establecidas mas de 20 afios, y las hormono-
independientes MDA-MB-231 (Cailleau et al, 1974), BT20, etc. En la tabla 1 se describen
las principales caracteristicas de estas lineas.

De hecho, la utilidad de las lineas como modelos de la enfermedad reside en el
conocimiento de sus caracteristicas y su pedigree. El criterio utilizado para establecer el

origen humano, mamario, y maligno de estas lineas incluye:
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¢ Diagnostico anatomo-patologico confiable

e Especificidad interespecifica establecida por varios métodos: a) antigenicidad de

superficie determinada por inmunofluorescencia al reaccionar con antisuero especifico de

especie; b) patrones de movilidad electroforética de isoenzimas; c) andlisis de

preparaciones cromosomicas.

o Especificidad intraespecifica demostrada por evidencia genética de un tnico dador

humano distinto de las células HelLa

e Especificidad de 6rgano avalada por evidencia morfoldgica de la estructura epitelial,

actividad secretoria y expresion de funciones indicadoras de diferenciacion, las que

incluyen: receptores de hormonas esteroides, respuesta hormonal, produccién de proteinas

y/o antigenos especificos de la leche, acidos grasos, etc.

o Estirpe celular indicada por el tipo de filamentos intermedios, microscopia Optica y

electrénica.

Tabla 1. Lineas celulares de cancer de mama ampliamente difundidas

Linea Especie | Origen | Diagnéstico | Numero | Morfol. | Crecto. in | Desmosomas | ER | PR Vim [ Invasi
Histopato- | modal vivo Tonofibrillas -vidad
logico Vacuolas

citoplasm.
MCF7 | humana | Efusién | Carcinoma |88 epitelial | Raton +++ + +/- - ++
pleural | ductal nude
infiltrante
T47D humana | Efusién | Carcinoma | 66 epitelial | Ratén +++ + +++ |- +
pleural | ductal nude
infiltrante

ZR-75-1 | humana | Fluido | Carcinoma |71-72 epitelial | Rat6n +/+/+ + +/- - +

ascitico | ductal nude
infiltrante

BT-20 | humana | Tumor 49 epitelial | Raton ++/+ - - ND ND

original nude-
hamster

MDA- | humana | Efusion | Carcinoma | 69-70 epitelial | Ratén + - - o+ ++++

MB-231 pleural | ductal nude +
infiltrante

Aunque no se realizara una descripcion exhaustiva aqui de todas las lineas celulares

de tumores mamarios existentes, se hara hincapié en los aspectos mas relevantes de cada

una de las mencionadas anteriormente y de los criterios utilizados para caracterizarlas.
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La especificidad intraespecifica es requerida desde que Gartler (1967) propuso la
contaminacion extendida de varias lineas celulares humanas con células HeLa, como por
ejemplo, varias sublineas de HBT. De varias lineas se ha reportado un origen unico
argumentando clonacion pero no todas lo han demostrado (Engel y Young, 1978). La
especificidad de organo puede ser demostrada por estudios morfologicos ya que la
ultraestructura (como la presencia de ciertas organelas) de las células in vivo puede ser
retenida después de un largo tiempo de crecimiento in vitro (Buehring y Hackett, 1974), de
manera que existen tres marcadores estructurales para identificar las células mamarias:
desmosomas, tonofibrillas (las cuales pueden encontrarse también en células endoteliales y
mesoteliales) y vacuolas intracitoplasméticas semejantes a ductos (frecuentemente halladas
en tumores de mama y ocasionalmente en células mamarias in vivo). La presencia de estas
estructuras sugiere como origen el epitelio mamario aunque el epitelio secretorio de otros
tejidos es teéricamente un origen posible (Buehring y Hackett, 1974).

Los estudios bioquimicos no son concluyentes ya que la demostraciéon o no de que
una linea sintetiza cierta proteina caracteristica de la leche deja muchas explicaciones
posibles, por ejemplo: 1) las células seleccionadas en el tiempo de existencia de esa linea
pueden o no ser las secretorias; 2) como resultado de la transformacién maligna y/o la
inmortalizacion de las células al ser cultivadas in vitro ciertas funciones de diferenciacion
pueden haberse perdido, o por el contrario, ganado otras normalmente reprimidas; 3) la
sintesis de «-lactalbumina o caseina puede ser dependiente de otros factores, como la
prolactina, la cual puede no estar suministrada en el medio de mantenimiento o su receptor

pudo ser afectado de alguna forma durante la tumorigénesis; etc.

a. Receptores hormonales y Respuesta hormonal

La presencia de receptores hormonales, tales como ER y PR, y otros, como EGFR y
HER-2, en un tumor de mama humano es capaz de predecir la respuesta al tratamiento
hormonal y constituye una invaluable herramienta de pronéstico, por lo tanto la
determinacion de los mismos es de suma importancia en la clinica (Allegra et al, 1980;
Clark et al, 1983; Nicholson et al, 1988; Perren 1991). Los receptores de estrogeno (ER) y
progesterona (PR) pertenecen a una gran familia de factores de transcripcién nucleares

clasicamente activables por unién al ligando que incluye también al receptor de
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androgenos, de gluco y mineralocorticoides, asi como al de la hormona tiroidea, los
retinoides, la vitamina D, y los receptores huérfanos, un grupo de receptores cuyos
ligandos no se conocen y/o su funcién es todavia desconocida (Carson-Jurica et al, 1990).
El mecanismo de accion para los receptores esteroides basicamente es semejante para todos
los miembros de este grupo: en ausencia de la hormona, los receptores se encuentran
asociados con complejos proteicos pre-ensamblados que incluyen a la hsp90 (heat shock
protein de 90 kd) y a la hsp70 que, en el caso de los PR y ER, se localizan
predominantemente en el nucleo; la unién del ligando causa la disociacién de las hsp, la
dimerizacion del receptor y la uniéon al DNA a través de un elemento respondedor a
hormona (HRE) cuya secuencia consenso es una inverted repeat separada por tres
nucleétidos; el dimero asi formado interacciona con factores de transcripcion basal, otras
proteinas que se unen al DNA y co-activadores, resultando en la activacioén o represion de

la transcripcion del gen blanco (Weigel, 1996).

Estos receptores son también fosfoproteinas y sus funciones, asi como su
traslocacion al nucleo, unién al DNA, interacciones con otras proteinas y transactivacion
estan reguladas por fosforilacion. El RP posee cuatro sitios de fosforilacién con el consenso
Ser-Pro, con estudios in vifro que sugieren que uno es un sitio para la caseina-quinasa Il y
los otros tres son sustratos de la ciclina A-CDK2. Del ER se ha comunicado que contiene
varios sitios fosforilables con distintas secuencias consenso, como Ser y Tyr; las diferencias
halladas en los patrones de fosforilacién del ER humano expresado en células transfectadas

MCEF-7 y COS pueden deberse a un efecto célula-especifico (Weigel, 1996).

Algunos receptores pueden ser activados, en ausencia de hormona, por estimulacién
de las vias de las quinasas, sugiriendo la existencia de mecanismos alternativos en la
activaciéon de los mismos y conversaciones cruzadas con otras vias de transduccion de
sefiales. La existencia de multiples sitios fosforilables por tan variadas quinasas sugieren

una dependencia del estado fisiologico de la célula (Weigel, 1996).

La deteccion de los receptores de las hormonas que influencian el crecimiento y
desarrollo de la mama respalda fuertemente su origen en el epitelio mamario y permite la
comparacion entre la linea celular establecida y el tumor que le dio origen, asi como su uso

potencial como modelo in vitro de respuesta hormonal.
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La linea MCF7 es ER+, responde positivamente a estrégenos in vifro con un
aumento de crecimiento, aunque no es dependiente de estrogenos para crecer a diferencia
de lo que le ocurre in vivo en ratones nude. La especificidad de estimulacion por estrogenos
de la MCF7 y la ZR-75-1 ha sido comprobada por el efecto inhibitorio que tiene el
tamoxifeno, y la habilidad de estrégenos para revertir ese efecto. La linea ZR-75-1 crece en
ratones nude s6lo si portan pellets de estrogeno y los antiestrogenos, tamoxifeno y
toremifeno, inhiben su crecimiento (Warri et al, 1991). La sensibilidad de varias lineas al
estradiol (E,) fue revisada evaluando su respuesta por inhibicion de la actividad estrogénica
intrinseca con la adicién de un anticuerpo anti-E; y E; exégeno. Las lineas ER+, ZR-75-1 y
T47-D, al agregarles E, aumentaron su proliferacion, y al tratarlas con el anticuerpo, la
disminuyeron, mientras que en la MCF-7 y la MDA-MB-231 (ER-) el agregado de la
hormona no tiene efecto sobre la proliferacién pero si el anticuerpo, demostrando que si
bien todas las lineas son sensibles las dos tultimas parecen utilizar el E; en una forma
autécrina o paracrina (Camby y Kiss, 1993). Sin embargo, un estudio més reciente
confirma que, si bien un antiestrogeno puede disminuir la proliferacion inducida por E; en
las lineas ER+, MCF-7, ZR-75-1 y T47-D, no puede bajar el nivel de proliferacion basal,
demostrando la ausencia de actividad estrogénica intrinseca en estas lineas, incluso en la
MCF-7 (Simard et al, 1997). Cuando la linea estrégeno-dependiente, ZR-75-1, y la
estrogeno-respondedora, T47-D, son crecidas in vitro deprivadas de esteroides, pierden la
sensibilidad a estrégeno aunque no la inhibiciéon causada por antiestrégenos (Daly y
Darbre, 1990). La deprivacion prolongada (5 meses) de estrogenos del medio de cultivo de
la ZR-75-1 produjo una variante, la ZR-PR-LT, la cual aunque no expresa ER de tipo a,
presenta un nivel de expresién de PR comparable al obtenido por induccién con estradiol, y
es inhibida por E,, 4-HO-tamoxifeno y MPA (van den Berg, 1990). Estos datos revelan que
la adquisicién de un fenotipo estrégeno-independiente no necesariamente resulta en la
resistencia a antiestrogenos. En la linea ZR-PR-LT se ha estudiado la respuesta del PR a
progestagenos (MPA) y antiprogestagenos (RU 38.486 y ZK 98.299) y su modulacién a
través del receptor de glucocorticoides. El MPA y el RU, con actividad glucocorticoide y
antiglucocorticoide, respectivamente, a bajas concentraciones disminuyen la expresion del
PR, y la dexametasona, a concentraciones en las que no interactia con el PR, también (van

den Berg et al, 1993). Sin embargo, la linea mas utilizada en relaciéon con el PR es la T47-D
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(Vegeto et al, 1990). Por ejemplo, uno de los antiprogestagenos mas utilizados hoy en dia
por su accion dual agonista/antagonista, el RU 38.486, fue probado en la sublinea T47-D¢,
(Horwitz, 1985), la cual tiene un alto nivel de expresién de PR, es resistente tanto a
estrdgenos como a antiestrogenos y su PR es estrdgeno-independiente, lo que permite el
estudio de los progestagenos en un sistema libre de estrogenos. Otro agente antineoplasico,
el RU 58.668, un antiestrogeno, fue probado en las lineas T47-D y MCF-7, donde logro
inhibir el crecimiento estimulado por insulina en la primera, y el estimulado por estradiol u
otros factores de crecimiento en la segunda, en esta tltima, ademas, indujo regresion a largo

plazo de xenotransplantes en ratones nude (van de Velde, 1994).

b. Filamentos intermedios

Los filamentos intermedios son fuertes fibras proteicas, estables e insolubles en
soluciones salinas concentradas o detergentes anidnicos, que se encuentran en el citoplasma
de la mayoria de las células animales. Se denominan “intermedios” porque su didmetro, por
microfotografias electrénicas, resulta intermedio entre los delgados filamentos de actina y
los gruesos filamentos de miosina de las fibras musculares (Osborn y Weber, 1983). Son
particularmente prominentes en células que estan sujetas a un estrés mecanico, formando un
intrincado complejo que rodea al niicleo y se extiende hasta la periferia celular donde
interactia con la membrana plasmatica, participando en las uniones especializadas célula-
célula. La estructura primaria se compone de largas repeticiones en tandem de un motivo
aminoacidico (keptad repeat), que al dimerizar, enfrentan los residuos hidrofébicos en el
interior de la molécula mostrando un exterior hidrofilico. La unidad basica se compone de
un tetrdmero formado por dos dimeros en posicion antiparalela, lo que hace que la molécula
sea despolarizada (a diferencia de los microtubulos y filamentos de actina que son
polarizados y su funcién depende de eso), permitiendo la alineacion de un gran numero de
filamentos en un patrén helicoidal. La célula puede regular el nimero, la longitud, y la
posicion de los filamentos, por ejemplo a través de la fosforilacion de residuos especificos
de serina, siendo el caso mas dramatico el desensamblaje total de la lamina basal

(filamentos intermedios que subyacen a la membrana nuclear) durante la mitosis.

Se han descripto cinco tipos de filamentos intermedios (Osborn y Weber, 1983),

los cuales son: las citoqueratinas, caracteristicas de los epitelios verdaderos; los
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neurofilamentos, caracteristicos de muchas neuronas pero no de todas; la proteina
dcida de la glia fibrilar, en células de la glia, tales como astrocitos y células de
Bergmann; desmina, tipica de las células musculares; vimentina, caracteristica de las

células no epiteliales, especialmente las de origen mesenquimatico.
Citoqueratinas

Es la mas diversa familia dentro de los filamentos intermedios y son
caracteristicas de las células epiteliales y sus derivados (pelo y ufias, los cuales poseen
por lo menos ocho citoqueratinas especificas llamadas hard keratins). Existen mas de
veinte tipos de queratinas en el epitelio humano, las cuales estan subdivididas en dos
clases: las de tipo I (dcidas) y las de tipo II (neutrales/bdsicas). Las citoqueratinas
siempre son heteropolimeros formados por igual nimero de polipéptidos de tipo I y IL
Una sola célula epitelial puede sintetizar varias citoqueratinas distintas las cuales
copolimerizan todas juntas en un Unico sistema de filamentos. Los filamentos de
queratinas estan ligados a las uniones celulares especializadas, tales como desmosomas
(los cuales unen células vecinas) y hemidesmosomas (los cuales anclan las células a la
lamina basal subyacente), por lo que forman un complejo sistema a través de todo el
epitelio. La mayor diversidad de estas moléculas se encuentra en la piel, donde cada

capa sintetiza un subconjunto distinto.

También existen queratinas tipicas de células epiteliales activamente
proliferantes, cualidad que es de suma utilidad en el diagndstico del cancer epitelial o
carcinoma, donde el patrén particular de expresion de queratinas ayuda a determinar el
tejido donde se originé el tumor (Osborn y Weber, 1983) y a decidir el tratamiento mas
adecuado. En el caso particular de las lineas celulares, el diagnéstico positivo para
citoqueratinas permite confirmar el origen epietelial de las mismas y descartar

contaminaciones fibroblasticas (Osborn y Weber, 1983).

Vimentina

Este tipo de filamento intermedio, a diferencia de las queratinas, puede formar
homopolimeros, y estd presente en muchas células de origen mesodérmico, incluyendo

fibroblastos, células endoteliales y células blancas de la sangre. Las vimentinas co-
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polimerizan con otros filamentos intermedios relacionados, tales como desmina,

caracteristica de las células musculares, filamentos gliales y neurofilamentos.

Recientemente la expresion de vimentina en el cancer de mama humano ha sido
asociado a la falta o pérdida del ER, a una pobre diferenciacion histologica y a una fraccién
de gran crecimiento, particularmente en el carcinoma ductal invasor (CDI), sugiriendo que
podria tener algiin valor de prondstico (Catoretti et al, 1988). En un estudio donde se
analizé la capacidad invasora (por ensayos de quimioinvasion en camara de Boyden) en
relacion a la presencia del ER y la expresion de vimentina en varias lineas celulares
conocidas, se encontré que la progresion del cancer de mama humano resulta primero en la
pérdida del ER y subsecuentemente la adquisicion de la expresion de vimentina, esta tltima
asociada a un mayor potencial metastasico a través de una invasividad estimulada
(Thompson et al, 1992). De esta forma las lineas ER+/vim-, MCF-7, T47D y ZR-75-1
tipicamente poco invasoras y metastasicas, mientras que las ER-/vim+, MDA-MB-231 y
MCF-7ADR, entre otras, han demostrado ser significativamente mas agresivas,
considerando que la ultima, a diferencia de su progenitora, ha perdido la expresion del ER y
se ha vuelto capaz de crecer en ratones nude independientemente de la suplementacién con

estrogenos.

c. C-erbB-2

Este oncogen fue aislado en 1985 por dos grupos independientes por hibridacion
cruzada con una sonda erbB1 en una linea celular originada en un carcinoma de mama
en la que estaba amplificado (King et al, 1985) y en una carcinoma de glandula salival
(Semba et al, 1985). Codifica para un fosfoglicoproteina con gran similitud de secuencia
con el receptor de EGF, lo que sugiere una funcion andloga en el crecimiento celular: su
dominio extracelular une ligandos transduciendo la sefial a través de una actividad
tirosina kinasa de su dominio intracelular. Es el homélogo humano del oncogen neu,
descubierto por primera vez en neuroblastomas inducidos por etilnitrosourea en ratas. Su
potencial transformante en ratones transgénicos se ha demostrado por el hecho de que
una sola mutacion puntual imita el efecto de unién del ligando previo a la dimerizacion e
internalizacién del receptor (Perren, 1991), por sobreexpresion en células NIH-3T3, y

ademas por el hecho de que el tratamiento con un anticuerpo anti-erbB2 inhibe la
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formacion de colonias de estas células transformadas. Esta sobreexpresion y/o
amplificacién del gen, mas que la aberracidén genética parece ser la causa de su
capacidad transformante, ya que c-erbB-2 ha sido encontrado sobreexpresado en casi el
30% de las pacientes con cancer de mama, tanto en el tumor primario como en las
metastasis. c-erbB-2 correlaciona con un diagndstico histopatolégico maligno en lineas
celulares de carcinomas de mama caninas pero no con invasion local o metastasis
distales, sugiriendo su participaciéon en el desarrollo maligno (Ahern et al, 1996).

5 B2 ost4 asociada a la resistencia celular a varias

Ademas, la sobreexpresion de pl8
drogas citotoxicas, incluyendo agentes quimioterapéuticos como cys-platino, TNF,

tamoxifeno y la accién de las células NK (Lupu y Lippman, 1993).

El 40 % de los casos de cancer de mama que sobreexpresan c-erbB-2 son ER+,
en los cuales la respuesta a tamoxifen estd realmente reducida y tienen un mal
pronostico. Muchos estudios en lineas celulares demuestran la interaccion entre c-erbB-
2 y el receptor de estrogenos: la linea MCF-7 transfectada con erbB2 es resistente al
tamoxifeno (Borg et al, 1991); en la misma linea celular, conocida por tener altos niveles
de ER y un PR inducible por estradiol, el tratamiento con estrogenos disminuye tanto los
niveles de erbB2 mRNA como los de p185 2, mientras que en la linea T47D, la cual
tiene bajos niveles de RE pero altos de PR, el tratamiento con estrogenos o
progestagenos o antiprogestagenos no tuvo efecto alguno en los niveles de mRNA o
proteina, indicando que los estrégenos y no los progestdgenos modulan la expresion de
erbB2 en las lineas de cancer de mama (Read et al, 1990); el tratamiento de células
ER+/erbB2+ con ligandos de erbB2 tales como gp30 resulta en un detrimento en la
expresion de ER y un bloqueo de la induccién del PR, y asi mismo, el tratamiento con
estradiol disminuye la expresion de erbB2 (Colomer et al, 1992), indicando que la
activacion de erbB2 modula la funcién del ER, sugiriendo ademés una regulacién

cruzada entre ambas vias (Lupu and Lippman, 1993).

Dado que un numero significativo de casos de cancer de mama exhiben
expresion simultdnea de ER y erbB2 y que varios trabajos han sugerido que en esas
células el estradiol disminuye la expresion de c-erbB2, varios grupos han utilizado
distintas lineas celulares, como MDA-MB-361 y BT-474, para tratar de establecer la

relacion entre estos dos receptores y la progresion maligna; en esta lineas se sabe que la
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proliferacién es reducida por la deprivaciéon hormonal (suero charcolizado) pero la
adicion de estradiol produce tiempos de duplicacion similares a los obtenidos con suero
sin tratar; asi mismo el crecimiento de estas células es modulable por gp30, como en la
linea SK- Br-3 (Lupu y Lippman, 1993).

La evidencia citada anteriormente sugiere que la determinacion de la presencia
del erbB2 en lineas celulares de céancer de mama, asi como en los tumores primarios, es
de suma importancia para tratar de entender los mecanismos de proliferacion celular en

este tipo de cancer.

d. Caderina

Las caderinas son las responsables de la adhesion célula-célula dependiente de
calcio (Ca™) en los tejidos animales. Las primeras tres fueron nombradas por el tejido en
el que fueron encontradas, pero actualmente existen mas de una docena: E-caderina (en
células epiteliales); N-caderina (en células nerviosas y musculares); y P-caderina (en
placenta y epidermis). Casi todas las células expresan una o mas clases de caderinas, y
cada conjunto en particular es caracteristico de un tipo celular. Experimentos hechos
tanto in vivo como in vitro demuestran que las caderinas son las principales moléculas de
adhesion que mantienen las células embrionarias juntas. La mayoria de las caderinas son
glicoproteinas de un solo paso transmembrana y con una gran parte extracelular. Cuatro
de sus cinco dominios extracelulares contienen sitios de unién a Ca™ que en ausencia de
éste sufren un cambio conformacional tan grande que son degradadas rapidamente por
enzimas proteoliticas. La caderina E es la mejor caracterizada. Es la primera expresada
durante el desarrollo embrionario donde causa la compactacion en el estadio de 8
células. Se encuentra concentrada en las uniones intercelulares de las células epiteliales
maduras conectando los citoesqueletos de actina de las células que mantiene unidas.

El dominio intracelular de las caderinas, el cual se encuentra altamente
conservado, interactiia con por lo menos tres proteinas de adhesion llamadas cateninas
(o, By 7). Es conocido que alteraciones en las uniones intercelulares y las proteinas del
citoesqueleto pueden subyacer a algunas de las propiedades morfolégicas, invasivas y
metastasicas del cancer. En un estudio reciente realizado sobre 18 lineas celulares de

cancer de mama humano se hallé que las alteraciones en la expresién de caderina E y
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cateninas o y B y mutaciones en los respectivos genes son frecuentes en este tipo de
lineas, argumentando que la pérdida de funcién del mecanismo caderina E-catenina
puede ser critico en el desarrollo de este tipo de cancer (Pierceall et al, 1995). En el

mismo trabajo no se encontrd relacion entre la expresion de caderina E y la de
erbB2/HER-2/NEU.



III. MODELO DE CARCINOGENESIS EXPERIMENTAL INDUCIDA POR
MPA

A. Caracteristicas morfologicas

Desde hace ya casi 15 afios nuestro laboratorio ha estado desarrollando y
caracterizando un modelo experimental de adenocarcinomas mamarios murinos en ratones
BALB/c inducidos mediante la administracion de acetato de medroxiprogesterona (MPA) o
progesterona (Pg), o bien, de la administracién conjunta de MPA con un carcindégeno
quimico como la nitrosometilurea (NMU). Los tumores inducidos por MPA presentan una
incidencia actuarial del 76% y una latencia media de 52 semanas (Lanari et al, 1986 a y b).

El MPA, o 17-a-acetoxi-6-a-metil-4-pregnano-3,20-diona es un progestageno
sintético con actividad antiestrogénica en concentraciones séricas mayores a las usadas en
la terapia tumoral. También tiene actividad estrogénica pero a nivel del eje hipotalamo-
hipofisiario, ya que bloquea la secrecion de gonadotrofinas. El MPA se une al receptor de
progesterona y puede unirse también al de andrégenos y al de glucocorticoides. En la
clinica tiene una serie de usos distintos: como droga anticonceptiva (depot), en el
tratamiento de amenorrea secundaria, metrorragia uterina, endometriosis, en embarazos con
bajos niveles de progesterona, en carcinomas endometriales, carcinomas mamarios
avanzados, dismenorrea, aborto recurrente, tension premenstrual, infertilidad luteal y
pubertad precoz.

Los tumores originados en ratones tratados exclusivamente con MPA son
mayoritariamente carcinomas ductales, que expresan altos niveles de receptores de
estrogenos (RE) y de progesterona (PR) y niveles no detectables de receptores de
crecimiento epidérmico (R-EGF) (Molinolo et al, 1987). Estos tumores mantenidos por
pasajes subcutdneos singeneicos manifiestan un comportamiento progestdgeno dependiente
(PD), es decir, crecen solo en animales tratados con MPA, y dan metéstasis en el pulmoén y
en el ganglio axilar homolateral (Lanari et al, 1989). Esencialmente por pasajes sucesivos
(ver Figura 1) en ratones sin tratar se pudieron seleccionar variantes capaces de crecer sin
un aporte exdgeno de progestdgenos, por lo que se las ha denominado progestdgeno
independiente (PI) (Lanari et al, 1989; Kordon et al,1990). En la figura 2 se muestra el
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patrén de crecimiento tipico de un tumor ductal y la forma en que aparece el fenotipo
independiente. En la tabla 2 se resumen las caracteristicas principales de estos tumores.
Figura 1. Mantenimiento de las lineas tumorales a través de pasajes singeneicos y obtencién

de lineas hormono-independientes.

Y lineas
SN tumorales PI

BALB/c con
carcinoma
de mama

¥ sIMPA (

cmpa (

Figura 2. Patrén de crecimiento de un tumor ductal progestageno-dependiente y obtencion
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En una proporciéon menor el MPA también induce tumores de tipo lobulillar,
caracterizados por la ausencia de receptores hormonales aunque si expresan R-EGF. Son
tipicamente auténomos o PI, si bien algunos pueden ser hormonorespondedores (responden
al tratamiento hormonal modificando su tasa de crecimiento) en los primeros pasajes.
Histolégicamente, remedan los carcinomas mamarios que surgen espontaneamente en

hembras multiparas BALB/c.

Tabla 2. Caracteristicas morfoldgicas y biolégicas de los carcinomas ductales.

PARAMETRO

CARCINOMAS DUCTALES

Induccién MPA, ocasionalmente Pg
e RP: 50 - 1000 fmol/mg proteina.
Receptores ® RE: 20 - 200 fmol/mg proteina.
Hormonales La expresion de receptores se mantiene en pasajes
singeneicos.
R-EGF No detectables.
R-Prolactina Entre 6 y 32 fmol/mg proteina.
Preneoplasias Hiperplasias ductales.
® Progestageno-dependientes.
Se pueden originar variantes progestageno-
Sensibilidad independientes
h * ® Retrogradan con estrégenos y antiprogestagenos.
ormonas s : ; ; z
Se pueden originar variantes insensibles a estrogenos.
Todas las variantes conservan los RP y RE.
Crecimiento Crecimiento lento.
in vivo Sobrevida > de 2 meses.
Crecimiento Organoides, los fibroblastos interfieren con el crecimiento
in vitro epitelial.
Abundante, fibroblastico, poca necrosis, infiltracion
Estroma linfomonocitaria e histiocitaria.
Ganglios regionales, pulmon, higado.
Metastasis

Cada una de las lesiones tumorales descriptas esta precedida por alteraciones
morfoldgicas particulares, comparables a las lesiones preneoplasicas del cancer de mama
humano, y son lo suficientemente especificas como para poder predecir el tipo de neoplasia
a la que daran origen (Molinolo et al, 1987).

Hemos comprobado que la ovariectomia y la sialoadenectomia previas al

tratamiento con MPA disminuyen la incidencia tumoral y que la administracién exdgena de
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EGF restaura el fenotipo de la glandula mamaria previa a la sialoadenectomia (Kordon et
al, 1994 y Molinolo et al, 1998).

Es necesario mencionar que en la cepa BALB/c aparecen tumores espontaneos en
hembras multiparas, que, como las lesiones neoplasicas inducidas por progesterona, son de
estirpe lobulillar. Esto sugiere que los altos niveles de progesterona de la prefiez podrian
jugar un rol importante en la induccién de tumores mamarios. Si bien es conocido que la
cepa en la que hemos desarrollado nuestro modelo tiene una alta probabilidad de estar
infectada con el virus del tumor mamario murino (MMTYV), resultados preliminares
sugieren que este virus no estaria directamente involucrado en la aparicion de
adenocarcinomas ductales (PD) inducidos por MPA. Asimismo existen otros argumentos a
favor del potencial carcinogénico independiente del MPA, como ser: a) el MPA también
induce neoplasias en perros (Concannon et al, 1980) y favorece la carcinogénesis en otros
modelos (Russo et al, 1989) y b) los tumores espontdneos de multiparas inducidas por
MMTV en BALB/c presentan un comportamiento biolégico y marcadores bioquimicos

distintos de los inducidos por MPA.

B. Caracteristicas biolégicas

A lo largo del tiempo el interés del laboratorio se fue centrando en estudiar los
mecanismos involucrados en varios componentes de la biologia del modelo, como por
ejemplo el control del crecimiento, la dependencia hormonal y la reversibilidad de este
fenomeno. Para ello, se ha avanzado en los disefios experimentales desde cultivos primarios
(para disecar aspectos tales como el rol de los factores de crecimiento, EGF, FGF, TGF a y
B, y factores séricos en la modulacién del crecimiento celular estimulado por MPA o
inhibido por estr6genos) hasta la obtencién de lineas tumorales. Nuestro grupo ha logrado
desarrollar cultivos primarios enriquecidos en células epiteliales tumorales o en fibroblastos
de diferentes tumores ductales tanto PD como PI. En la linea tumoral ductal C4-HD se ha
demostrado que los progestdgenos MPA o Pg en presencia de 1-5% de suero fetal bovino
charcolizado (SFB ch), tienen un efecto estimulatorio sobre la incorporaciéon de H>-
timidina. El antiprogestdgeno mifepristona (MF) inhibe completamente la proliferacion
celular, incluso inhibe la proliferacién que se obtiene en ausencia de progestageno, mientras

que el antiandrogeno flutamida por el contrario, no tiene efecto sobre la proliferacion
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celular. Por lo tanto, en nuestro modelo el efecto del MPA sobre los cultivos primarios
estaria mediado por RP y no por receptores de andrégenos y la proliferacion no dependiente
del progestageno podria involucrar factores que interactian con la via del RP. Al estudiar
los efectos del agregado exdgeno de distintos factores de crecimiento (EGF, IGF I, IGF II,
TGFBs y FGFs), en presencia y ausencia de progestageno, sélo se observo estimulacion con
FGFs, mientras que los TGFP demostraron ser inhibitorios. EI MPA carece de efectos
mensurables sobre el crecimiento de fibroblastos estromales en cultivo, mientras que todos
los otros factores ensayados, incluyendo los TGFBs, tienen efectos estimulatorios (Lanari,
1997).

Para estudiar la regulaciéon del crecimiento auténomo y la posible participacion del
RP, se trataron animales portadores de tumores PI (como el C7HI) con antiprogestagenos
teniendo en cuenta que se mantiene la expresion de estos receptores aun cuando
aparentemente los tumores no requieren de la hormona para crecer. Los resultados
demostraron que los antiprogestagenos inducen regresion tumoral en estos ratones
(Vanzulli et al, 1997), al igual que el estradiol (Kordon et al, 1991), mientras que la
flutamida (antiandrogeno) no modifico el crecimiento tumoral, sugiriendo la posibilidad de
que los RP estén involucrados en la proliferacién tumoral auténoma. Asimismo para
confirmar este rol del RP se inhibid su actividad a través de la supresion de su sintesis
mediante el uso de secuencias antisentido. Utilizando un oligonucledtido antisentido
dirigido contra la isoforma A del RP nuestro laboratorio ha logrado inhibir la proliferacion
inducida por bFGF y otros factores séricos, disminuyendo también el nimero de receptores,
demostrando asi la especificidad del efecto (Lamb et al, manuscrito enviado para su
publicacién). La administracion de estr6genos a animales portadores de tumores ductales
PD o PI no sélo inhibe su crecimiento sino que también induce regresion tumoral (Kordon
et al, 1991). Para finalizar, nuestro laboratorio también ha desarrollado lineas tumorales

resistentes al tratamiento estrogénico (Montecchia en prensa y Lanari, 1997).

Asi el modelo experimental de carcinogénesis mamaria murina desarrollado por
nuestro laboratorio cubre el espectro morfolégico caracteristico de las lesiones humanas,
son tumores metastasicos y desde el punto de vista bioldgico abarca todas las etapas:
lesiones preneoplasicas, hormono-dependencia, hormono-independencia y resistencia al

tratamiento antihormonal.
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Para seguir disecando los mecanismos involucrados en todas las etapas de la
enfermedad y contar con un material mas accesible es que hemos desarrollado lineas

tumorales a partir de algunos de los tumores con los que contamos en el laboratorio.

C. Desarrollo de lineas tumorales

Las lineas celulares han sido herramientas muy valiosas para la diseccion de ciertos
aspectos especificos del comportamiento de una progenie celular aislada de los efectos
moduladores de su medio natural. Existen muy pocas lineas humanas con una dependencia
estable a progesterona, y ninguna de las caracteristicas de las nuestras en ratones.

De esta forma en nuestro laboratorio se han obtenido cinco lineas celulares de
crecimiento in vifro del tumor progestageno-dependiente C4HD y una del progestageno-
independiente C7HI, las cuales han sido reinoculadas i vivo a fin de comparar el desarrollo
de las mismas en ambos sistemas. Todas expresan receptores tanto de estrégeno como de
progesterona y son de estirpe epitelial. La caracterizacion en profundidad de estas lineas es
imprescindible para poder comenzar a trabajar en los mecanismos moleculares que

subyacen a la progresion maligna en el modelo de este laboratorio.
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OBJETIVOS

Objetivo general

a) El objetivo de este trabajo es la caracterizacion morfolégica y funcional,
mediante técnicas de histologia convencional e inmunohistoquimica, de una serie de lineas
celulares obtenidas de adenocarcinomas mamarios murinos desarrolladas en nuestro

laboratorio.

Objetivos particulares:

a) Estudiar las caracteristicas morfolégicas de las lineas en su crecimiento en
cultivo e inoculadas en ratones singeneicos, asi como evaluar su capacidad y patrén
metastésico.

b) Caracterizar los filamentos intermedios con el fin de establecer el origen epitelial
de las lineas celulares:

e Evaluar la presencia de citoqueratina, el filamento intermedio caracteristico de las
células epiteliales.

e Evaluar la presencia de vimentina, cuya expresion pudo haberse adquirido durante el
establecimiento de la linea.

c) Establecer la expresion de distintos antigenos como marcadores de diferenciacion
celular epitelial y/o malignidad, tales como caderina y c-erbB-2.

d) Correlacionar la respuesta hormonal de las lineas con la expresiéon de RE y RP.
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MATERIALES Y METODOS

A. Mantenimiento in vitro de las lineas celulares

Se han obtenido 5 lineas celulares de crecimiento in vitro del tumor
progestageno-dependiente C4HD y 1 del progestageno-independiente C7HI (tabla 3).
Las lineas celulares se mantienen en medio DMEM F12 (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium/Ham’s F12, Sigma Chemicals CO, #cat D-2906) sin rojo fenol ni antibidticos,
con 10% de suero fetal bovino (Gen S.A., Buenos Aires) y progesterona (Sigma) 10 ~*
M en estufas de CO, gaseadas a 37°C. El medio se cambia cada 48 h. Las cé€lulas se
repican al llegar a confluencia, generalmente una vez por semana y en una dilucion
1:20, con una solucion de tripsina al 0,25% (GIBCO BRL, #cat 27250-042).

B. Crecimiento in vivo de las lineas celulares

Se inocul6 una concentracién minima de 10 ® cél/ml de las lineas C4L1 (Repique
12), C4L2 (R9), C4L3 (R16), C4L4 (R9) y C4LS (R10), provenientes del tumor PD, en
ratones hembra virgenes de la cepa BALB/c, tratados con 40 mg depot subcutaneo de
MPA contralateral al tumor. Las lineas se mantienen por pasajes s.c. del tumor en
ratones tratados y no tratados con MPA, a fin de controlar la dependencia a
progestagenos. La linea C7L1 (proveniente del tumor HI, inoculada en el R14) se
mantiene en ratones sin tratar siguiendo el patrén de comportamiento independiente del

tumor que le dio origen.

C. Animales

Se utilizaron ratones hembras de la cepa BALB/c provenientes del bioterio de la
Academia Nacional de Medicina, mantenidos en ciclos de luz-oscuridad de 12 horas, a
los que se les proporcioné alimentos y agua ad [libitum. Fueron inyectados con la
suspension de células tumorales de las respectivas lineas hasta lograr el establecimiento
de la linea respectiva in vivo. Se mantienen por pasajes singeneicos realizados con

trocar en el flanco derecho a una edad promedio de 1-2 meses.
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Tabla 2. Caracteristicas de las lineas tumorales parentales C4-HD y C7-HI

Caracteristicas

C4-HD

C7-HI

1985. En ratones BALB/c tratados con depot MPA 40mg cada 3 meses. Experimento

publicado JNCI 1986;77:157-164 . El grupo C, caja 4 en el caso del C4-HD, caja 7 en el

Origen
g caso del C7-HI. La terminacién HD o HI se agregé de acuerdo a su capacidad de crecer
en presencia o ausencia de MPA en pasajes singeneicos.
Histologia ductal
Crecimiento en pasajes )
. . Progestageno-dependiente (PD) auténomo
singeneicos
Axilar homolateral y pulmonares antes de
Metastasis Pulmonares después de 4-5 meses
los 2 meses.
Receptores estrogénicos 63120 (n=6) 341+8(n=6)
Receptores de progesterona 171+54(n=6) 160£48(n=6)
Receptores de glucocorticoides negativo
Receptores de andrégenos negativo
Receptores de EGF negativo
Amplificacién de c-erbB2 Si No
Amplificacion de ciclinas(D1,E,B) No DIyE

D. Preparado del material para estudios morfolégicos e inmunocitoquimicos

Lineas celulares en cultivo: Se sembraron células en portaobjetos multicimaras

(“chamber slides”, Nunc). Una vez crecidas a confluencia se fijaron en alcohol absoluto

(etanol o metanol) o en formalina al 15%, dependiendo del antigeno a marcar. Para la

identificacién de filamentos intermedios del citoesqueleto se prefirid la fijacién en

alcohol, mientras que para receptores hormonales y antigenos de membrana, como

caderina E por ejemplo, la fijacién en formalina.

Tumores: Los tumores originados en la inoculacién in vivo de las lineas

celulares se fijaron inmediatamente después de ser extraidos (con un tamafio

aproximado de 100mm?), utilizando un criterio similar que para los cultivos. El material

se deshidrato en alcoholes de graduacion creciente, se aclar6 en tolueno o xileno y se

incluy6 en parafina. Se obtuvieron cortes de aproximadamente Spm que se almacenaron
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a temperatura ambiente hasta su procesado. Se colorearon cortes y cultivos

representativos de cada tumor con hematoxilina-eosina para su evaluacion morfolégica.

E. Técnicas inmunocitoquimicas

Lineas celulares en cultivo: Los portaobjetos multicamara se lavaron 3 veces con

PBS 1Xy luego se permeabilizaron con tritén X-100 al 0.25% o se trataron con tripsina.
Se realizaron otros tres lavados (siempre con PBS 1X y de 5 min. cada uno) y se incubd
con el anticuerpo primario correspondiente entre 24 y 48 hs., a temperatura ambiente o a
4°C. Después de esta incubacion se lavaron los preparados y se incubaron 30 minutos
con el anticuerpo secundario conjugado con biotina. Se prosigui6 con otros tres lavados
y se incubd 30 min. con el reactivo ABC (complejo avidina-biotina) segin la técnica
desarrollada por Hsu y colaboradores (1981) a temperatura ambiente preparado 30 min.
antes de usar. Se lavo tres veces con PBS y se revel6 con DAB (diaminobenzidina-CIH,
Sigma o Fluka) y H,O; 1 pl/ml, controlando la reaccion bajo el microscopio. Se detuvo
el revelado con agua destilada y se montaron los preparados con glicerina.

Tumores: Se desparafinizaron los cortes con tolueno o xileno y se hidrataron
luego en alcoholes de graduacion decreciente. Se inhibié la actividad de peroxidasa
endogena con agua oxigenada al 3% durante 20 minutos y se complet6 la hidratacion
con PBS. Se realizé un breve bloqueo con suero normal por 30 minutos y sin lavar, se
incub6 con el anticuerpo primario correspondiente. A partir de esto la técnica fue
similar a lo descripto para las lineas celulares. Los preparados se deshidrataron en
alcoholes, se aclararon en xileno y se montaron con balsamo sintético (DPX, Fluka
BioChemika, #cat 44581).

Controles: En todos los casos se efectuaron controles: del anticuerpo primario
(reemplazandolo por PBS); un control positivo y un control negativo, por lo general en
el mismo portaobjetos donde se hallaba la muestra que serd sometida a la

inmunohistoquimica.

F. Reactivos utilizados:

e Anticuerpos anti-receptor de Progesterona
En cultivo se utilizé un anticuerpo monoclonal de ratéon (PgR Ab-7 MS-197-

P,Neo Markers), el cual reconoce al receptor en sus dos isoformas. Dilucion 1:250.
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En tejidos se prefirié un anticuerpo policlonal (PR c-20: cat #sc-539, Sta Cruz
Biotechnology, Inc.) obtenido por inmunizacién en conejos con la regioén 545-564aa del

receptor humano. Dilucién 1:200.

e Anticuerpo anti-receptor de Estrogeno

Tanto para cultivo como para tejidos se utilizé un anticuerpo policlonal dirigido
contra la secuencia 580-599 de la region carboxiterminal del receptor de ratén (ER MC-
20:cat #sc-542, Santa Cruz Biotechnology, Inc.). Dilucién 1:100 (en cultivo) y 1:50 (en
tejido).

e Anticuerpo anti-citoqueratinas

Se utilizé un anticuerpo policlonal de amplio espectro (Dako Corporation
CA93013) dirigido contra la queratina epidérmica bovina. Dilucién 1:500 (en cultivo) y
1:250 (en tejidos)

e Anticuerpo anti-Vimentina

Se utilizé un anticuerpo monoclonal (Biogenex). Dilucién 1:500 (en cultivo) y

1:250 (en tejidos).

e Anticuerpo anti-Caderina E

Se utiliz6 un anticuerpo monoclonal (Sigma Chemical CO). Dilucién 1:800

e Anticuerpo anti-cerbB-2/new/HER-2
Se utilizdé un anticuerpo policlonal (Neu C-18:cat#sc-284, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) dirigido contra la region 1169-1186 del extremo carboxiterminal

de Neu gp 185 humano. Dilucién 1:250

e Anticuerpos secundarios

Se utilizaron anticuerpos biotinilados (IgG- biotina) antiraton (Vector
Laboratories, Burlingame, CA 94010, #cat BA-9200) y anticonejo (Vector, #cat 1000).
En cultivos la dilucién éptima fue 1:200 y en tejidos 1:100. Eventualmente se utilizo el
anticonejo que incluye el kit ABC de Vector preparado segun las especificaciones del

fabricante.
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e Kit ABC
El reactivo ABC (Vectastain Elite ABC kit, Vector, PK-6101) se prepard, como
es indicado, mezclando una gota del reactivo A (avidina) con una gota de reactivo

B(biotina- peroxidasa) en 2.5ml de PBS 1X media hora antes de usar.

e DAB

Se utiliz6 indistintamente 3-3’diaminobencidina (Sigma #cat ,1 tableta en 15
ml. de TBS, o Fluka Chemika, #cat 32741) con 1pl H,0»/ml DAB, o el peroxidase
substrate kit (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA 94010).

Se siguieron los siguientes protocolos:

G. Inmunocitoquimica de los receptores hormonales (PR y ER)

Cultivo de células

Se realizan 3 lavados con PBS 1X de 5°c/u a temperatura ambiente (TA)

Se fija en formalina ( formol al 15%) 45° a 4°C

Se realizan 3 lavados con PBS 1X de 5°c/u a temperatura ambiente

Se permeabiliza con Triton al 0,25% 20’a TA

Se realizan 3 lavados con PBS 1X de 5'c/ua TA

. Seincuba conel Ab 1°a4°C 48 hs.:

RE 1:100 ( Sta. Cruz)

RP 1:200 ( Sta. Cruz)

RP 1:250 ( Neo Markers, monoclonal)

7. Serealizan 3 lavados con PBS 1X de 5'c/ua TA

8. Seincubaconel Ab2°30"aTA 1:200

9. Se realizan 3 lavados con PBS 1X de 5'c/ua TA

10. Se incuba con el complejo ABC de Vector, preparado como es indicado por el
fabricante ( 2 gotas A + 2 gotas B en 5Sml PBS 1X preparado 30 antes de usar) 30°
aTA

11. Se realizan 3 lavados con PBS 1X de 5'c/ua TA

12. Se revela con DAB (no més de 27)

13. Se corta el revelado con agua destilada

14. Luego de un breve pasaje por alcohol 70°, se monta con un cubreobjeto en glicerina.

OV LA T by s

Tejidos
Secciones en parafina

Se desparafiniza con 3 pasajes por xileno de 10°c/u

Se hidrata con pasajes de 5’c/u por alcoholes decrecientes (100°, 96°, 70°, H,O dest)
Se inhibe la actividad de peroxidasa endégena con H,0; al 3% en PBS 15°

Se realiza un lavado de 5°con PBS 1X 3 veces

Se incuba con suero normal (kit ABC: 150ul de suero en 10 ml PBS)

WA G B
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6. Se descarta (sin lavar) el suero. Se incuba conel Ab1° a TA 48hs.

RE 1:50

RP 1:100

7. Se realizan 3 lavados con PBS 1X de 5°c/u

8. Seincuba con el Ab 2° conjugado a biotina 30" a TA 1:100

9. Serealizan 3 lavados con PBS 1X de 5'c/u

10. Se incuba con el complejo ABC 30” a TA

11. Se realizan 3 lavados con PBS 1X de 5'c/u

12. Se revela con DAB (de rutina)

13. Se deshidrata por pasajes en alcoholes de graduacion creciente terminando con un
pasaje por xileno y se monta con un balsamo sintético (DPX).

H. Inmunocitoquimica de los Filamentos Intermedios

Cultivo de células

Se realizan 3 lavados con PBS 1X de 5'c/u

Se fija en alcohol absoluto 45°a 4°C

Se realizan 3 lavados con PBS 1X de 5°c/u

Se digiere brevemente con tripsina al 0,25% a 37°C por 30°(este paso sélo es

necesario cuando las células o el tejido estan fijados en formalina)

5. Selava

6. Seincubaconel Ab1°a4°Centre 18 y 24 hs. :

Anti queratina 1:500

Anti vimentina 1:500

7. Se realizan 3 lavados con PBS 1X de 5'c/u

8. Seincuba conel Ab2°aTA 1:200

9. Serealizan 3 lavados con PBS 1X de 5'c/u

10. Se incuba con el reactivo ABC a TA por 30’

11. Se realizan 3 lavados con PBS 1X de 5°c/u

12. Se revela con DAB y se procede como ya se menciond anteriormente para el
montado de portaobjetos de plastico (“chamber slides”)

IR

Tejido

El protocolo es el mismo salvo que, evidentemente, es necesario desparafinar e
hidratar los cortes en parafina. Asi mismo, se ha observado que se obtienen mejores
resultados realizando la incubacién del anticuerpo primario a temperatura ambiente.

L. Inmunocitoquimica de la caderina E y el ¢c-erbB-2

Cultivo de células
Se realizan 3 lavados con PBS 1X de 5°c/ua TA
Se fija en formalina (formol al 15%) 45" a 4°C
Se realizan 3 lavados con PBS 1X de 5'c/ua TA
Se incuba con suero normal 20’a TA
Sin lavar, se descarta y se incuba con el anticuerpo correspondiente:
ant1 caderina E 1:600
anti c-erbB 2 1:250
6. Serealizan 3 lavados con PBS 1X de 5'c/ua TA
7. Seincubaconel Ab2°aTA 1:200

e e
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8. Serealizan 3 lavados con PBS 1X de 5'c/ua TA
9. Se incuba con el reactivo ABC a TA por 30°

10. Se realizan 3 lavados con PBS 1X de 5'c/lua TA
11. Se revela con DAB

J. Coloraciones

Técnica de Gomori: se utiliza para tefiir las fibras de reficulina. La técnica

colorea de negro las fibras de reticulina, las que se disponen rodeando células
individuales en el tejido conectivo y grupos de células en el caso de los epitelios. Es una
forma rapida de distinguir un carcinoma de un sarcoma. Se colorean de distintas
gradaciones de marrén/amarillo otras estructuras. Los nicleos se colorean de negro.

L.

Se lava con agua destilada

2. Se sumerge en una solucion de permanganato de potasio al 0,5%
3. Se lava con agua destilada

4. Se blanquea rapidamente con 4cido oxalico al 5%

5. Selava con agua destilada

6.
7
8
9.
1

Se sumerge en alumbre de hierro 1°

. Se lava con agua corriente 3°. Lavar bien con agua destilada
. Solucién de plata (Gomori) 1 'maximo

Se lava con agua destilada

0. Se revela con formol al 10%

Tricrémico de Masson: se utiliza para diferenciar los distintos componentes de

un tejido: por ejemplo, las fibras musculares y elasticas se ven de color rojo, las fibras
de colageno de color azul-verde, la fibrina de purpura, etc.

00 OV Lhas Lad s

il il e o

Colorear con hematoxilina de Weigert 10°

Virar

Fucsina 4cida 1-10°

Se lava con agua destilada

Acido fosfomolibdico 10’

Sin lavar, se colorea con azul de anilina o verde luz
Se lava con agua destilada

Agua acética 1%

Alcian blue: se utiliza para identificar la secrecion de mucopolisacdridos dacidos.
Alcian blue 1% ( 1 gr. alcian blue en 100 cm.” de 4c. acético 3%) durante 30’

Se lava con agua destilada

Hematoxilina de Mayer 10’

Virar

Se lava con agua destilada

Periodic _acid Schiff- PAS: se utiliza para identificar la secrecion de

mucopolisacdridos neutros.

1.
. Se lava con agua destilada

th B

Ac. periédico durante 5-10°
Reactivo de Schiff durante 20-30°

Se lava con metabisulfito de sodio 0,5%
Se tifie rdpidamente (30” a 1°) con hematoxilina y se vira.
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K. Microscopia y Fotografia

Para la observacion de las células “vivas” en cultivo se utiliz6 un microscopio
Olympus IMT2-SFR (Inverted Research Microscope) con camara Olympus SC35.

Para el revelado de las inmunocito-histoquimicas y para la observacion de los
portaobjetos una vez montados se utilizé un microscopio Nikon eclipse E400

Para fotografiar los preparados se conté con un microscopio Axioplan Zeiss

(Germany) de lentes planos.
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RESULTADOS

Se realizaron estudios morfolégicos de las lineas creciendo in vivo e in vitro; se
evalud su capacidad metastasica espontdnea y mediante técnicas inmunohistoquimicas
se identifico la estirpe celular y se evaluaron distintos parametros funcionales.

La técnica de inmunohistoquimica fue puesta a punto para cada uno de los
marcadores evaluados, tanto nucleares como citoplasmaticos. Cada uno de ellos y, a su
vez, cada una de las lineas ha presentado distintas dificultades a la hora de obtener
resultados inequivocamente positivos, los cuales seran descriptos oportunamente en
cada caso. A continuacién se describen exhaustivamente las lineas estudiadas, tanto in

Vivo como in vitro.

C4L1

Esta linea se caracteriza por tener un crecimiento in vitro (en cultivo celular) de
tipo epitelioide con células tipicamente poligonales (figuras 3-7), las cuales manifiestan
una gran adhesion al sustrato (su tiempo de despegue al repicar es >10 minutos). La
estirpe epitelial ha sido confirmada por inmunomarcaciéon positiva para queratinas
(figura 5). Esta linea presenta un alto nivel de expresion de receptores hormonales (PR y
ER), lo cual se ha puesto de manifiesto en todos los ensayos realizados, tanto
bioquimicos como inmunohistoquimicos, en estos Gltimos presentando una marcacion
positiva en el 100% de las células observadas (figuras 3 y 4). Al repetir la técnica varias
veces se concluyd que no era necesario un bloqueo con suero normal antes de la
incubacion con el primer anticuerpo, aunque si lo era la permeabilizacién con triton X-
100 para una buena penetracién del anticuerpo ya que se trata de antigenos nucleares.
En el caso del receptor de progesterona se prefirio la utilizaciéon de un anticuerpo
monoclonal con el fin de obtener una clara sefial nuclear ya que el policlonal tenia
mucha sefial citoplasmatica (valido para todas las lineas).

La C4L1 presenta una intensa marcaciéon de c-erbB-2, en coincidencia con el
resultado obtenido por Southern para el tumor primario C4HD, de donde fue obtenida
esta linea y todas las “C4”, el cual tiene el oncogen c-erbB-2 amplificado. Este
marcador, de mal pronéstico en el cancer de mama, se localiza en la membrana
plasmética (figura 6). La expresion de la molécula de adhesién caderina E también ha

sido comprobada en esta linea, mostrando una localizacién citoplasmatica y de
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membrana, continua a través de la monocapa celular, como ocurre en el epitelio normal
(figura 7).

En su comportamiento in vivo, es decir, en el tumor que surge de inocular una
suspension celular de esta linea en ratones BALB/c, la C4L1 se manifiesta como un
carcinoma ductal infiltrante, con un patrén de crecimiento cribiforme y tubular, y con
metéstasis en pulmoén. Con un detalle microscopico (figura 8) se puede observar un
crecimiento soélido constituido por masas de células neoplasicas de estirpe epitelial.
Presenta diferenciacion glandular de aspecto cribiforme, con secreciéon ocasional en las
estructuras glandulares. Las células proliferantes son poligonales o aplanadas y
muestran un nucleo palido de cromatina laxa con uno o mas nucleolos eosinéfilos. Se
observan numerosas mitosis y figuras de apoptosis. Presenta ademdas zonas de necrosis
que en ocasiones ocupa ¢l centro de las masas sélidas, otorgandole un aspecto de tipo
“comedon”. Tiene un estroma escaso e interpuesto, denso y aparentemente bien
vascularizado. Se puede observar infiltracion de polimorfonucleares por focos. La
metastasis infiltra y destruye extensamente el tejido pulmonar adyacente (figura 9). Esta
compuesta por una masa de células neoplasicas de estructura seudolobular con grandes
nucleos atipicos y citoplasmas apenas visibles.

Al evaluar la presencia de receptores en el tumor se ha encontrado que tanto el
PR como el ER son positivamente identificados en los cortes evaluados (figuras 10 y
11). Se utilizaron en ambos casos anticuerpos policlonales ya que el monoclonal
producia cierta marcacion inespecifica (aclaracion vélida para todas las lineas). Para
evitar el mismo inconveniente se incubd con suero normal antes del primer anticuerpo
(también en todas las lineas). Se confirm6 nuevamente el origen epitelial de la linea

realizando una marcacién para queratinas (figura 12).



C4L1

Cultivo Celular

Fig. 3 PR X250 Fig. 4 ER X254
Receptor de progesterona (PR) in vitro: R15. Marcacion Receptor de estrogeno (ER) in vitro: R15. Marcacién
nuclear positiva en un 100% de las células. X250 nuclear positiva en un 100% de las células. X250

Queratina in vitro: R16. Marcacién citoplasmatica positi-
va aunque también se observa cierta marcacién de
membrana. Puede verse un desprendimiento de la
monocapa celular. X400

Fig. 5 QUERATINA X100

Fig. 6 cerbB2 X100 Fig. 7 CADERINA X10
c-erbB-2 in vitro: R72. Marcaciéon de membrana positiva Caderina in vitro: R72. Marcacion citoplasmatica positiva
en un 100%. X100 y continua entre células, en un 100%. X100
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C4L1

Tejido Tumoral

Fig 8. Tumar primarto.<H&E X100, Inset X400 en inmersion

Fig. 9 Metastasis pulmonar. H&E X100. Inset X400 en inmersio

H&E (Hematoxilina y eosina): p3 (pasaje 3). X100. Se
observan masas celulares con extensa necrosis y apop-
tosis, cierta diferenciacion glandular y un estroma esca-
so. Inset X400 en inmersién. Observense dos mitosis y
una criba.

Fig. 10 PR X250. Inset X400

Receptor de progesterona (PR): X250. Tumor orig-
inado por inoculacién de una suspension celular
de C4L1. Marcacion nuclear positiva. Inset X400
(otro preparado).

Fig. 12 QUERATINA X400

H&E: p3. X100. Se puede observar la capsula fibrosa
qgue rodea a la metastasis y como ésta infiltra el tejido
pulmonar. Inset X400. Se muestran masas de células
neoplésicas de estructura seudolobular.

Fig. 11 ER X100. Inset X25(

Receptor de estrégeno (ER): X100. Mismo tumor
que para PR. Marcacion nuclear positiva. Inset
X250.

Queratina: Mismo tumor que para receptores
hormonales. Marcacién citoplasmatica positiva,
con mayor intensidad por zonas. El tumor fue fija-
do en formol y sometido a recuperacién antigénica
enzimatica.Contraste nuclear: hematoxilina. X400.



C4L2

Esta linea se caracteriza por un crecimiento in vitro de tipo fusocelular (figuras 13-
17), de rapida adhesion y despegue (<5 minutos), con un crecimiento tridimensional
importante (forma como “grumos”). Sus receptores hormonales dan una sefial nuclear
positiva en todas las células evaluadas (figuras 13 y 14). A pesar de su aspecto
fibroblastoide su origen epitelial ha sido confirmado por inmunomarcacién positiva para
citoqueratinas (figua 15), la cual provee el mismo resultado tanto si se fija en alcohol como
si se fija en formalina y luego, durante la inmunohistoquimica, se realiza una digestion
enzimdtica con alguna proteasa, como tripsina, a 37°C. En cortes de tejido se puede realizar
esta recuperacion antigénica enzimdtica aunque contribuye a la desintegracion
arquitectonica y a la pérdida de detalle citologico del corte (Battifora y Kopinski, 1986);
ademas, el solo hecho de calentar la muestra ayuda a que se despegue mas rapidamente del
portaobjetos, hecho que ya ocurre debido a los numerosos pasajes por solventes organicos,
alcoholes y lavados, aunque el vidrio se haya tratado con algun adhesivo como xilano o
polilisina. C-erbB-2 y caderina son positivamente identificadas en los cultivos celulares de
esta linea (figuras 16 y 17 respectivamente). Como ya se ha mencionado para la linea
C4L1, es previsible encontrar una fuerte marcacién para c-erbB-2, aunque el patrén de
marcacion no es exactamente el mismo (en la C4L2 se ve mas de membrana) ya que el
tumor que le dio origen tiene este oncogen amplificado.

En su crecimiento in vivo la C4L2 es realmente distinta de las otras lineas C4 en
cuanto a que es de tipo sarcomatoide, con invasion local, axilar y pulmonar.
Histologicamente se puede observar (figura 18) un tumor compuesto por células en su
mayoria fusiformes, ocasionalmente poligonales, que crece en forma sarcomatoide,
formando haces irregulares que infiltran y disocian el tejido muscular. El estroma aparece
escaso aunque la lesion parece bien vascularizada; llama la atencién la presencia de
numerosas células mononucleares, dispuestas a veces en acimulos, con las caracteristicas
citoldgicas de mastocitos. Las células proliferantes son sumamente atipicas, con niucleos
monstruosos, polilobulados o bien, multinucleados. La cromatina es de distribucion
irregular y presentan uno o mas nucleolos. Hay frecuentes figuras mitdticas anémalas. En

focos, la proliferacion parece més de tipo epitelioide.
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La expresion de sus receptores es comparable a la de cualquier linea in vivo (figuras
20 y 21) sin embargo, llama la atencién su comportamiento progestageno-independiente in
vivo, a diferencia del resto de sus pares C4 y la parental C4HD.

El origen epitelial de la C4L2 ha sido confirmado nuevamente por una marcacion
positiva para queratina (figura 22). Ha sido bastante dificil obtener resultados positivos
convincentes (tanto en esta linea como en casi todas las otras exceptuando la C4L1, la
C4L3 y la C7L1) ya que la fijacién en formalina de la muestra no favorece la preservacion
de los filamentos intermedios, lo que si ocurre al fijar con alcohol (Battifora y Kopinski,
1986) o habiendo fijando el tejido en formalina realizar una digestion enzimatica con
tripsina. Al aplicar esta técnica los resultados fueron optimizados pero no tan buenos como
los obtenidos en cultivo.

Se realizaron también distintas coloraciones como para conocer otros rasgos del
tumor, como por ejemplo, si produce o no mucopolisacéridos, y si lo hace, si son 4cidos o
neutros, el tipo de tejido que infiltran, conectivo o muscular, su origen histolégico, si es
carcinoma o sarcoma, etc. La coloracién con é4cido periddico- reactivo de Schiff (PAS)
muestra células PAS positivas dispersas con diferenciacién glandular, que es donde se
secretan los mucopolisacaridos neutros, y las necrosis en un rosa palido, mientras que la
tincion con Alcian blue se manifiesta escasamente en ciertas zonas reducidas del estroma
(figura 24). Las fibras de reticulina definen al tumor de tipo carcinoma (figura 25). La
coloracion con tricromico de Masson muestra un abundante estroma en verde esmeralda y

unos pequeiios paquetes musculares, no disociados por el tumor, en rojo (figura 26).
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C4L2

Culitivo Celular

Fig. 13 PR X100 Fig. 14 ER X10(
Receptor de progesterona (PR). R15. Marcacion Receptor de estrogenos (ER). R15. Marcacién nuclear
nuclear positiva para RP en un 100% de las células (de positiva para ER en un 80% de las células. X250

tipo fusiforme). X250

Queratina: R19. Marcacion citoplasmatica positiva (con-
traste: hematoxilina). Se puede observar una célula
binucleada. X250

Fig. 15 QUERATINA X10 0

Fig. 16 cerbB2 X100 Fig. 17 CADERINA X10

c-erbB-2: R22. Marcacién de membrana positiva en un Caderina: R20. Marcacion citoplasmatica positiva, con-
100%. X100. tinua entre células, en un 100%. X100.
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C4L2

Tejido Tumoral

Fig. 18 Tumor prigario. H&E X100

H&E: p1. Tumor originado de la inoculacién de una sus-
pension celular de C4L2 en R15. Se observan haces
irregulares de células fusiformes que infiltran y disocian
el misculo estriado. X100

Receptor de progesterona (PR): p5. Marcacion nuclear
positiva para RP. X400.

Fig. 22 QUERATINA X100 Inset X250

Queratina: p5. Marcacién citoplasmatica positiva.
Contraste nuclear: hematoxilina. El tumor fue fijado en
alcohol. X100. Inset X250

Fig. 19 Tumor primario. H&E X104

H&E: Se observan masas tumorales irregulares, amplias
zonas de necrosis, figuras apoptéticas y edema. X100

Fig. 21 ER X404

Receptor de estrogenos (ER): p5. Marcacion nuclear
positiva para ER. X400.

Fig. 23 Control del anticuerpo primario. X10(

Control del anticuerpo primario: Se muestra un corte de
tumor gue fue sometido a una IHQ omitiendo la
incubacién con el primer anticuerpo. Se puede observar
la ausencia total de marcacion. X100



C4L2

Tejidos Tumorales-Coloraciones

PAS-AB: Se pueden observar escasas células PAS pos-
itivas dispersas y areas de necrosis en un color mas pali-
do. X100

Fig. 24 PAS-AB. X10

Gomori: Se observa el tramado de las fibras reticulinicas
rodeando las masas tumorales. X100

Tricrémico de Masson: Las masas tumorales aparecen
en azul violaceo y el estroma en verde esmeralda. X100




C4L3

Esta linea se caracteriza por tener un crecimiento in vifro de tipo epitelioide con
células tipicamente poligonales (figuras 27-32), de lenta adhesion al sustrato (tiempo de
despegue >10 minutos). La estirpe epitelial ha sido confirmada por inmunomarcacién
positiva para queratinas (figura 29). Se ha hallado que también expresa vimentina (figura
30). Esta linea presenta un alto nivel de expresion de receptores hormonales (PR y ER) en
la determinacion inmunohistoquimica de los mismos, en la cual presenta una marcacion
positiva en el 100% de las células observadas (figuras 27 y 28). Fue sumamente dificil
obtener un resultado positivo en esta linea para los receptores hormonales porque cada vez
que se repetia la técnica se observaba una coloracion inespecifica de algin tipo de cristal.
Esta aparente sobreproduccién mucosa o precipitado proteico ya se habia observado al
ultracentrifugar las células para obtener extractos nucleares para la determinacién
bioquimica de receptores. Se resolvié el problema lavando exhaustivamente las células
antes de fijarlas y también antes y después de tratarlas con tritén X-100.

Asi como para la linea C4L1 y C4L2, c-erbB-2 y caderina son positivamente
identificadas en los cultivos celulares (figuras 31 y 32).

En su comportamiento in vivo, la C4L3 se manifiesta como un carcinoma ductal con
un patréon de crecimiento sélido, practicamente sin signos de diferenciacién glandular
(figuras 33 y 34). Se observan numerosos islotes de gran tamafio que en la periferia de la
proliferacion se transforman en lenglietas que infiltran el tejido conectivo adyacente. Las
células proliferantes son grandes, con nicleos ovoides y cromatina laxa, con uno o ningin
nucleolo, y citoplasmas claros de tamafio variable (figura 33, inset). El estroma es
abundante y fibroblastico en dreas. Existen amplias zonas de necrosis y trombosis. Existen
focos de marcado pleomorfismo celular, en general, en la periferia del tumor. Tiene
numerosas figuras apoptoticas. Presentan receptores hormonales (figuras 35 y 36) y

marcacion positiva para citoqueratinas (figura 37).
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C4L3

Cultivo Celular

Fig. 27 PR X250 Fig. 28 ER X25(
Receptor de progesterona (PR): R23. Marcacién Receptor de estrégenos (ER): R23. Marcacién nuclear
nuclear positiva para RP en un 100% de las células. positiva para ER en un 100% de las células. X250
X250

Fig. 20 QUERATINA X100 Fig. 30 VIMENTINA X100

Queratina: R6. Marcacion citoplasmatica positiva. X100 Vimentina: R6. Marcacién citoplasmética positiva (mas
tenue que para citoqueratina). X100

Fig. 31 c-erbB-2 X250 Fig. 32 CADERINA X25

c-erbB-2: R14. Marcacién de membrana positiva en un Caderina: R23. Marcaciéon de membrana, continua entre
100%. X250 células, positiva en un 100%. X250
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C4L3

Tejido Tumoral

Fig. 33 Tumor primario. H&E X100. Inset X400

H&E:Tumor originado en la inoculacién de una suspen-
sién celular de C4L3. X100. El tumor infiltra extensa-
mente los tejidos adyacentes. Se observan restos de
conductos de glandula mamaria normal. Inset X400 Se
pueden ver nucleos uniformes redondos u ovoides y una
criba.

Fig. 35 PR X400 Inmersion

Receptor de progesterona (PR): Tumor originado por la
inoculaciéon de una suspension de células C4L3.
Marcacién nuclear positiva para RP. X400 en inmersidn.

Queratina: Mismo tumor que para PR y ER. Marcacion
citoplasmatica positiva. Se observan laminas de células
neopladsicas con ocasional diferenciacion glandular, un
escaso estroma fibroso interpuesto, marcadas anisocar-
iosis y numerosas figuras mitéticas. Tumor fijado con for-
mol y tratado con enzima.Contraste: hematoxilina. X250
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Fig. 34 Metastasis pulmanar. H&E X100
H&E: Metastasis pulmonar creciendo alrededor del sis-
tema broncovascular. El pulmén presenta extensa
hemorragia y bronconeumonia. X100

Receptor de estrégenos (ER): Mismo tumor que para
PR. Marcacion nuclear positiva para ER. X400 en inmer-
sion.

Fig: 37 QUERATINA. Contraste. hematoxilina. X25(}




C4L4

Esta linea se caracteriza por un crecimiento in vitro de tipo poligonal (figuras 38-43)
y una lenta adhesion al sustrato (tiempo de despegue mayor a 10 minutos). Su origen
epitelial ha sido confirmado por marcacién positiva para citoqueratinas (figura 40). Sus
receptores hormonales dan una sefial nuclear positiva en todas las células evaluadas (figuras
38 y 39) aunque esta linea present6 la misma dificultad que la C4L3 para la determinacién
de los mismos. Asi como para la linea C4L1, c-erbB-2 y caderina son positivamente
identificadas en los cultivos celulares (figuras 42 y 43).

En su crecimiento in vivo la linea C4L4 forma masas sélidas de distinto tamafio y
muestra ocasional diferenciacion glandular en forma de tubos irregulares con secrecion en
su interior (figura 44). En otros sectores se observan imagenes vagamente cribiformes con
luces glandulares diminutas. Muestra amplias zonas de necrosis. Infiltra extensamente el
tejido adyacente. Se pueden distinguir dos tipos de poblaciones celulares, una de una gran
relacion N/C (nucleo/citoplasma) con nucleos ovoides de cromatina laxa o grumosa con un
nucleolo eosinéfilo central y citoplasma escaso y eosinodfilo. La otra, en general asociada
con la diferenciacion glandular tubular, estd constituida por células de citoplasma amplio y
eosindfilo y nucleos ovoides o alargados, con varios cromocentros. A pesar de estas
diferencias las células son en general muy atipicas y de tamafio heterogéneo. Se observan
mas de dos mitosis atipicas por campo asi como figuras apoptéticas (figura 44, inset).
Existe infiltraciéon del ganglio homolateral (figura 45). Expresa receptores hormonales
(figuras 46 y 47) y citoqueratinas (las figuras 48 y 49 muestran epitelio del pulmén con
metéstasis con marca positiva).

También se realizaron varias coloraciones como para conocer otros rasgos del
tumor. La coloracion con é4cido periddico-reactivo de Schiff (PAS) muestra un tumor
uniformemente violaceo, mientras que la tincion con Alcian blue se manifiesta pobremente
en el estroma (figura 50). Las fibras de reticulina definen al tumor de tipo carcinoma, con
una distribucion tipicamente epitelial (figura 51). En el estroma la trama reticulinica rodea
célula por célula. La coloracion con tricromico de Masson muestra un abundante estroma

en verde esmeralda (figura 52).

59



Receptor de progesterona (PR): R27. Marcacion Receptor de estrégenos (ER): R27. Marcacién nuclear
nuclear positiva para RP. X250 positiva para ER en un 100% de las células. X250

Fig. 40 QUERATINA. X100| Fig. 41 VIMENTINA. X100

Queratina: R21. Marcacion citoplasmadtica positiva. Vimentina: R21. Marcacion citoplasmatica positiva.
X100 X100

Fig. 42 cerbB, X100| Fig. 43 CADERINA. X25(

c-erbB-2: R12 Marcacion de membrana positiva en un Caderina: R27 Marcacién citoplasmdtica positiva (de
100%. X100 localizacién mas periférica) en un 100%. X250



C4L4

Tejido Tumoral

Fig. 44 Tumor primario.H&E X100. Inset X400 en inmarsion

H&E: p5. Se observan masas sdlidas irregulares de
escasa diferenciaciéon glandular y extensas zonas de
necrosis. X100. Inset: Se muestran células atipicas de
gran relacion N/C. Obsérvese la mitosis. X400 en inmer-
sién

Receptor de progesterona (PR): p5. Marcacién nuclear
positiva. X100

Fig 48 QUERATINA. X100

Queratina: p5. Marcacién citoplasmatica positiva (con-
traste: hematoxilina) del epitelio pulmonar. X100
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Fig. 45 Invasion gang ar. H&E X10C

H&E: p5. Se puede observar como el ganglio es infiltra-
do por la proliferacion de células neoplasicas.
Aparentemente no hay diferenciacion estructural. X100

Fig. 47 ER. X404

Receptor de estrogenos (ER): p5. Marcacién nuclear
positiva. X400

Fig 49 QUERATINA

Queratina: Mismo preparado anterior pero a mayor
aumento. X250



C4L4

Tejidos Tumorales-Coloraciones

PAS-Alcian Blue: Marcacion focal con diferenciacion
glandular en. X100.

Figas0 PAS-AB. X10(

Gomori: Se observan las fibras de reticulina en negro
rodeando las masas tumorales. X100

Tricromico de Masson: Se puede ver una abundante
estroma (verde esmeralda). X100

= Fig. 52 Triciomico. X104



C4L5

Esta linea se caracteriza por un crecimiento in vitro de tipo poligonal (figuras 53-55)
y una lenta adhesion (tiempo de despegue >10 minutos). Sus receptores hormonales dan
una sefial nuclear positiva en todas las células evaluadas (figuras 53 y54). Asi como todas
las otras lineas C4, c-erbB-2 y caderina (figura 55) son positivamente identificadas en los
cultivos celulares. Aunque no se muestra la foto correspondiente, c-erbB-2 presenta en la
C4LS5 un patrén muy similar al de la C4L4 (figura 42).

En su crecimiento in vivo la linea C4L5 se manifiesta como un carcinoma ductal
infiltrante que forma masas sélidas de tamafio irregular con ocasional diferenciacion
glandular (figura 56). El estroma es escaso. El tumor es de crecimiento relarivamente
rapido e infiltra extensamente los tejidos adyacentes. Presenta amplias zonas de necrosis.
Las células proliferantes son de tipo poligonales, con una alta relacién N/C. Los nucleos
son ovoides, bien eosinofilos, de cromatima grumosa irregularmente distribuida, y en
general, presentan un solo nucleolo. Presenta aproximadamente 1 mitosis por campo de
40X. Se observan metéstasis en axila (figura 58), en ganglio (figura 57) pero no en pulmén.
Expresa receptores hormonales (figuras 60 y 61) y citoqueratinas (figura 59).

También se realizaron en esta linea varias coloraciones adicionales. La coloracion
con 4cido periddico-reactivo de Schiff (PAS) muestra escasos indicios de secrecion de
mucopolisacaridos neutros, mientras que la tincidén con Alcian blue tifie pequefias lagunas
entre las células de la masa tumoral (figura 62), un poco mas que la linea anterior, la C4L4.
Las fibras de reticulina definen al tumor de tipo carcinoma (figura 63). La coloracién con
tricromico de Masson muestra un escaso estroma en verde esmeralda, mientras que las

masas tumorales aparecen en un violeta-azulado (figura 64).
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C4L5

Cultivo Celular

Receptor de progesterona (PR): R10. Marcacion nuclear
positiva. X100

Receptor de estrégenos (ER): R10 Marcacion nuclear
positiva. X100.

Caderina: R10. Marcacién citoplasmatica positiva
aunque de menor intensidad gue en las otras lineas.
X100
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Fig. 53 PR X104

Fig. 54 ER X104

Fig. 55 CADERINA X104



C4L5

Tejido Tumoral

Fig. 56 Tumor primario. H&E X100

H&E: p5. En el tumor primario se pueden observar
islotes celulares sélidos con estructuras neoplasicas
dilatadas con contenidos serosanguinolentos y zonas
necréticas. X100. Inset: nucleos enormes (de alta
relacion N/C) y nucleolos evidentes. X400 en inmersion.

Fig. 58 Metastasis axilar. H&E X100

H&E: p5. Se pueden ver islotes irregulares de células
neoplasicas y vastas zonas necréticas. X100. Inset:
X400

Fig. 60 PR X250

Receptor de progesterona (PR): p5. Marcacién nuclear
positiva. X250

Fig. 57 Metastasis ganglionar. H&E X104

H&E: p5. La proliferacion borra completamente las
estructuras ganglionares e infiltra el tejido celular de la
axila. X100

Fig. 58 QUERATINA X10(

Queratina: p5. Marcaciéon citoplasmatica positiva (con-
traste: hematoxilina). Se puede observar cierto "back-
ground”" (el tumor fue fijado en alcohol). X100. Inset:
X250.

Fig 61 ER X100

Receptor de estrégenos (ER): p5. Marcacién nuclear
positiva. X250



C4L5

Tejidos tumorales-Coloraciones

PAS-AB: p5. Se pueden observar pequefias lagunas de
mucopolisacaridos acidos (en celeste). X100

Fig. 62 PiS—AB X104

Gomori: p5. Las fibras de reticulina, en negro, rodean las
masas tumorales. Se puede observar una amplia zona
de necrosis (en gris) en la esquina superior izquierda.
X100

Tricrémico de Masson: p5. Llama la atencién el abun-
dante estroma interpuesto, en verde esmeralda. X100
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C7L1

Esta linea se caracteriza por un crecimiento in vitro de tipo fusocelular (figuras 65-
68), de rapida adhesion y despegue (< 10 minutos). Sus receptores hormonales dan una
sefial nuclear positiva en todas las células evaluadas (figuras 65 y 66). A pesar de su
aspecto fibroblastoide su origen epitelial ha sido confirmado por inmunomarcacién positiva
para citoqueratinas (figura 67). También muestra expresion de vimentina (figura 68). A
diferencia de las otras lineas, c-erbB-2 y caderina no muestran una clara reaccién positiva
(figuras 69 y 70), lo que sera discutido mas tarde.

En su crecimiento in vivo la C7L1 presenta células poligonales de citoplasma denso
y eosinéfilo que forman masas so6lidas sin signos de diferenciacién estructural (figura 71).
Su estroma es escaso y el cuadro general impresiona como un carcinoma indiferenciado.
Los nucleos son sumamente atipicos, ovoides o circulares con nucleolos, o bien,
condensados e hipercromaticos. También presenta formas monstruosas, multinucleadas o
polilobuladas. Llama la atencién la cantidad de mitosis (hasta mas de 20 por campo de
40X) y las amplias zonas de necrosis. El tumor infiltra en napas los tejidos vecinos. En el
caso examinado, las metastasis pulmonares observadas (figura 72) muestran mas aspecto
epitelioide que el tumor primitivo. La proliferaciéon ha infiltrado y metastatizado rifion
(figura 73) y ganglios linfaticos. Expresa receptores hormonales (figuras 75 y 76) y
citoqueratina (figura 74).

En la tabla 4 (pagina 70) se resumen los resultados obtenidos para todas las lineas.
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C7L1

Cultivo Celular

Fig. 66 ER. X 10

Fig. 65:PR. X100

Receptor de progesterona (PR): R13 Marcacién nuclear Receptor de estrégenos (ER): R13 Marcacion nuclear
positiva. X250 positiva. X250

Fig. 67 QUERATINA X100 Fig. 68 VIMENTINA X104
Queratina en cultivo: R13. Marcacion citoplasmatica Vimentina en cultivo: R13. Marcacion citoplasmatica
positiva. X100 positiva (mds leve que la marcacion de queratinas). 100

Fig. 69 C-erbB-2 X100 CADERINA X10C

c-erbB-2 en cultivo: R33. Marcacién de membrana pos- Caderina en cultivo: R33. Marcacién citoplasmatica poco

itiva tenue. Se observa también marcacion citoplasmati- comun para caderina (las células parecen, ademds, no
ca. X100. estar muy vitales). X100.



C7L1

Tejido tumoral

Fig:=71 Tumor primario; H&E- X100

H&E: p1. Se observa una masa homogénea de células
muy atipicas. No existe signo alguno de diferenciacion
histolégica. X100

Fig. 73 Metastasis renal. H&E X100

H&E: p1. La proliferacion de células muy atipicas infiltra
difusamente el parénquima renal, disectando corpuscu-
los y glomérulos. X100

Fig. 75 PR X100: Inset X250

Receptor de progesterona (PR): p1. Tumor originado
por la inoculaciéon de una suspension celular de C7L1.
Marcacion nuclear positiva. X100. Inset: en otro
preparado. X250

Figa72 Metastasis pulmonar. H&E X104

H&E: p1. Se puede observar un grupo de células pro-
liferando dentro de un vaso del pulmén. Las células son,
en general, muy atipicas. X100

B0 UK &% THREME Lo F T
;.li"gf“._. i 74
Ml B iR
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Queratina: Mismo tumor que para receptores hor-
monales. Marcacion citoplasmatica positiva (contraste:
hematoxilina). Se observan numerosas células
fusiformes con nlcleos atipicos, un abundante estroma
interpuesto y una zona de necrosis. X250

Fig. 76 ER X10. Inset X25

Receptor de estrogenos (ER): p1. Mismo tumor que para
PR. Marcacién nuclear positiva. X100. Inset: en otro
preparado. X250
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DISCUSION

Con el objetivo de poder estudiar ciertos mecanismos relacionados con el control
de la proliferacion en nuestro modelo experimental de cancer de mama, desarrollamos
en nuestro laboratorio seis lineas celulares, a partir de dos carcinomas ductales mama-
rios murinos. De ellas, cinco provienen del carcinoma hormono-dependiente C4HD, que
ha sido mantenido por pasajes en ratones hembra BALB/c tratadas con MPA y fueron
denominadas C4L1, C4L2, C4L3, C4L4 y C4LS. La sexta, llamada C7L1, se obtuvo de
un tumor hormono-independiente, el C7HI, mantenido por pasajes singeneicos en rato-
nes hembra no tratados.

Nuestro grupo ha estado trabajando con cultivos primarios de estos dos tumores
desde hace tiempo (Lanari et al, 1997) pero, si bien este sistema experimental ha pro-
visto valiosa informacion acerca de la respuesta tumoral a distintas hormonas y factores
de crecimiento, presenta sus limitaciones. A diferencia de los cultivos primarios, las
lineas celulares ofrecen la oportunidad de disecar mecanismos bioldgicos a distintos
niveles, el hormonal, el bioquimico o el molecular, con la seguridad de que los resulta-
dos son reproducibles debido a la relativa homogeneidad de las poblaciones celulares.
Los cultivos primarios de tumores presentan varias desventajas, como ser: a) un enorme
costo en esfuerzo y en materiales, y una importante porcentaje de fracasos y contamina-
ciones; b) en general, no suelen sobrevivir méas de unas pocas semanas, lo que lo limita
a experimentos a un relativo corto plazo; ¢) cada cultivo primario, si bien se origina del
mismo tumor suele presentar ademas de una posible variedad de subpoblaciones celula-
res con distintas propiedades en cuanto a capacidad de crecimiento, invasién y metasta-
sis, células contaminantes del estroma tumoral.

La generacién de estas lineas no ha sido, por tanto, en absoluto casual. Son el re-
sultado de una enorme inversién de tiempo, paciencia y materiales en un proyecto de
gran riesgo. A priori, es imposible saber si alguna de las lineas que se estan gestando
mantendran o no el patréon de comportamiento del tumor que le dio origen. La tunica
forma de tomar conocimiento de si alguna de ellas es lo que se esperaba que fuera es la
exhaustiva caracterizaciéon morfolégica y funcional, y de eso trata este trabajo de semi-
nario.

Estas lineas se han comenzado a desarrollar a fines de 1997 y estan siendo ca-

racterizadas por distintos miembros del laboratorio. En la Tabla 5 se describen con de-
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talle las principales caracteristicas de todas las lineas incluyendo los resultados obteni-
dos en este trabajo de tesis.

Curiosamente, de las cinco lineas derivadas del tumor PD, cuatro son muy simi-
lares morfolégicamente entre si, en cambio una presenta una morfologia fibroblastoide,
similar a la Gnica linea obtenida a partir del tumor PI.

La expresion de receptores hormonales fue similar en todas las lineas estudiadas.
Cuando se compar¢ la expresion de receptores observada con la técnica inmunocito-
quimica con los valores obtenidos por la bioquimica, se observé una aparente discre-
pancia. La diferencia en expresion inmunocitoquimica de RP con respecto a RE se eva-
lu6 como llamativamente menor a la observada con el otro método. Alrededor de un
100% de las células expresaron RP y alrededor de un 80% RE. Utilizando el método
bioquimico, la relacion de expresion de PR y ER, es de aproximadamente 10 a 1.

Teniendo en cuenta que no hemos cuantificado verdaderamente los resultados
obtenidos con inmunocitoquimica, la validez de cualquier comparacion entre técnicas es
siempre relativa. La técnica bioquimica evalda la cantidad de un ligando marcado para
identificar la presencia de un receptor, de una forma indirecta porque lo que se mide es
la emision del radioisétopo marcador. Requiere entonces por definicidn la presencia de
una molécula receptora relativamente intacta, ya que debe ser capaz de unirse con rela-
tiva afinidad al ligando. La técnica bioquimica utilizada en estos experimentos fue la
técnica de célula entera (Dran et al, 1995). Es decir, se agrega la hormona radioactiva en
presencia de concentraciones 100 veces mayores de hormona fria y se incuban las célu-
las; después de dos horas se las lava exhaustivamente, se las levanta y se cuenta la mar-
ca radioactiva correspondiente a cada hoyo. La diferencia de radioactividad entre ambos
grupos se considera que es la marcacion especifica. Es decir, que in vitro ambas técnicas
evaluan a las células en las mismas condiciones experimentales. Cuando se evalian los
receptores hormonales por la técnica bioquimica o inmunohistoquimica a partir de tu-
mores solidos, la problematica es otra ya que diversos factores tales como la congela-
cién inmediata de la muestra a —70° C modifica notablemente los resultados. Con una
marcacion inmunocitoquimica igual o mayor al 80% de las células, de moderada a in-
tensa, lo esperable hubiera sido una mayor cantidad de receptores en la técnica bioqui-
mica. Estas diferencias podrian indicar; a) que la técnica inmunocitoquimica es mas
sensible, lo cual pareceria ser dudoso porque se ha comunicado en la clinica que niveles
menores de 50 fmoles/ mg de proteina pueden ser considerados como negativos por la

técnica inmunohistoquimica (Cohen et al, 1991); b) que las células tengan una pobla-
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ciéon de RE con sus determinantes antigénicos preservados pero funcionalmente sean
incapaces de ligar hormona. Esta posibilidad debera estudiarse més profundamente.

En los cultivos celulares, el 80-100% de los nucleos de todas las lineas celulares
mostro una marcacion especifica mientras que en los tumores la proporcion fue menor y
mas variable, si bien fue especifica, ya que sélo se marcaron las células epiteliales de
mama normal usadas como controles o de los carcinomas no observandose marcacion
en tejido conectivo o adiposo. La menor marcacién observada en los tumores podria
deberse a la suma de diversas causas: a) el procesado del material para histologia es
bastante mas deletéreo ya que incluye no sélo la fijacion, sino el pasaje por alcoholes de
distinta graduacion, solventes organicos como tolueno, xileno, benceno o cloroformo y
finalmente varios bafios en parafina a alrededor de 60° C; b) podria existir una expre-
sion diferencial relacionada con la etapa del ciclo celular en la que esta cada célula, lo
que explicaria la marcacion focal de ciertos tumores para PR o ER y ¢) también existe
una simple cuestion técnica, la marcacién en los tumores es mucho mas complicada
precisamente porque se trata de un corte de tejido, compuesto por numerosos tipos ce-
lulares con diversas estructuras, restos de fluidos y secreciones, todo lo cual hace que la
accesibilidad del anticuerpo est¢ mucho mas restringida que en un cultivo celular. El
“background” o la marcacion inespecifica obtenidos en los tejidos puede tener distintos
origenes: inactivacion deficiente de la actividad de peroxidasa endégena, un posible
bloqueo incompleto de sitios inespecificos de union por el suero normal, etc. En cual-
quier caso, éste no ha sido un problema mayor en la caracterizacion de estas lineas ya
que no ocurrio en todas las experiencias ni en todas las lineas repetidamente. Si bien, en
los cultivos no ocurrié este efecto de “fondo”, se puede observar que existe también
marcacion citoplasmdtica, aunque débil (ver figuras 28, 39, 53 y 65). Aunque es sabido
que la localizacion de estos receptores es predominantemente nuclear (Clarke et al,
1987) podria pensarse que exista una poblacion menor de ellos que se encuentre en el
citoplasma, o bien, haya un flujo en equilibrio de receptores entre ambos lugares, siendo
que ya ha sido descripto que el anticuerpo policlonal contra el PR efectivamente pre-
senta marcacion especifica citoplasmatica (Silberstein et al, 1996).

Se ha tratado de realizar la deteccién de RE y RP en estas lineas usando los repi-
ques mas tempranos, lo cual se repetird cada 20 repiques para evaluar la estabilidad de
las mismas.

Con el fin de investigar la estirpe celular se encararon distintos enfoques: la

evaluacién de citoqueratinas, que son los filamentos intermedios caracteristicos de las
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células epiteliales (Osborn y Weber, 1983), la expresion de caderina E, caracteristica de
células epiteliales aunque se puede perder en procesos neoplasicos o de inmortalizaciéon
in vitro (Pierceall et al, 1995), y en tumores sélidos la marcacién de reticulina (Satoh et
al, 1997). La marcacion obtenida para citoqueratinas es tipicamente citoplasmatica (fi-
guras 15, 29, 40 y 67). La tenue coloracion del nucleo que se puede apreciar no se debe
a la marcacion del mismo sino al hecho de que como la célula en cultivo se encuentra
entera muy frecuentemente hay citoplasma por encima del nucleo. La linea C4L1 pre-
senta un patrén un poco distinto al resto (fig. 5), en cuanto a que parece mas marcacion
en la membrana, pero esto podria ser sélo en esta foto en particular.

En los tejidos tumorales, si bien la marca también es citoplasmatica, es mucho
mas difusa e irregular y varia la intensidad de una célula a otra. Esto podria deberse en
parte a que la fijacion de los tejidos afecta profundamente la estructura de las queratinas
de bajo peso molecular, mientras que las de peso mayor parecen resistir mejor este pro-
ceso, entonces considerando que el anticuerpo utilizado es policlonal, es decir, es una
mezcla de anticuerpos que reconocen distintos epitopes y contiene una mayor propor-
cion contra este tipo de moléculas, seria razonable esperar que algo del anticuerpo reac-
cionara con el tejido, pero obviamente, de forma difusa. Ademas es necesario recordar
que los filamentos intermedios no resisten muy bien el formol, que es el fijador de ruti-
na en cualquier laboratorio, sino que se preservan mejor al ser fijados en alcohol (Batti-
fora y Kopinsky, 1986). En las muestras fijadas en alcohol se uniformé sensiblemente la
marcacion aunque aument6 también el fondo (comparar la C4L1, fig. 12, la C4L3, fig.
37,y la C7L1, fig. 74, que fueron fijados en formol y tratados con tripsina, con la C4L2,
fig. 22, y la C4L5, fig. 59, que fueron fijados en alcohol y no tratados con enzima). To-
das las lineas demostraron ser de origen epitelial, lo cual era esperable para las C4L1,
C4L3, C4L4, y C4L5, ya que tenian una morfologia en cultivo tipicamente poligonal,
pero no asi las C4L.2 y la C7L1, las cuales tenian un fenotipo muy poco diferenciado, de
modo que en ellas se hizo necesario la determinacion de la presencia de queratinas.

Todas las lineas fueron positivas para caderina E. La tinica que no mostr6 el tipi-
co patron de marcacion fue la C7L1, pero convendria repetir estos resultados en otras
condiciones, para confirmar si la falta de expresion hallada fue debida a la escasez de
células y por lo tanto de contacto celular o bien a una verdadera alteracion en la expre-
sion (Pierceall et al, 1995).

Las trama de reticulina consiste en una serie de fibras del estroma, correspon-

dientes a colageno de tipo IV, (Satoh et al, 1997) que se disponen rodeando las estruc-
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turas epiteliales (por ejemplo, no existen fibras de reticulina entre las células de una
glandula), y en el caso del estroma, rodean cada una de las células. La identificacion de
estas fibras mediante técnicas de impregnacion argéntica fue utilizada durante mucho
tiempo como una ayuda en el diagndstico diferencial de proliferaciones epiteliales de
mesenquimaticas, ya que aun en los tumores, las fibras de reticulina conservan su distri-
bucion, y también en el andlisis histoldgico de una serie de distintas lesiones de 6rganos
parenquimatosos donde la alteracion de estas fibras puede proveer datos importantes
(Thiele et al, 1995). En su primer uso, es decir en el diagndstico diferencial entre carci-
noma y sarcoma, fue reemplazada con ventajas por la identificacion de un panel de fi-
lamentos intermedios con técnicas inmunocitoquimicas, mucho mas especificas y que
permiten una gama mas amplia de diagnosticos. Por otro lado la interpretacion semi-
cuantitativa ("todo o nada”) de las técnicas inmunocitoquimicas, asi como su relativa
independencia de factores “artesanales”, tan presentes en las técnicas de impregnacién
argéntica, hace mas fécil su realizacion e interpretacion. De todas maneras, las mismas
razones que hacen de las técnicas de plata, dificiles de aplicar cuando la rutina diaria
exige el “screening” de una gran cantidad de preparaciones, las hacen atractivas para el
histélogo que estudia una cantidad limitada de tejido, desea comprobar un mismo hecho
por distintos métodos y es consciente de que color y forma constituyen los atractivos
esenciales de la morfologia. Fue interesante validar de alguna manera, la vigencia de
esta vieja técnica (Luna, 1968), ya que todos los tumores creciendo in vivo demostraron
la tipica distribucién de la reticulina rodeando grupos de células neoplasicas, en franco
contraste con la distribucidn estromal, demostrando una vez mas el caracter carcinoma-
toso de todas las lineas estudiadas. Debemos agregar que no hemos encontrado trabajos
en la literatura que validen la utilidad de la impregnacion argéntica para fibras de reti-
culina con la identificacién inmunocitoquimica de queratina.

Como parte de la caracterizacion de las lineas, se ha realizado en todas ellas el
estudio por microscopia electronica, el cual ha confirmado su origen epitelial y mamario
por la presencia de estructuras tipicas (resultados no mostrados).

En algunas lineas se estudi6 también la expresion de vimentina que, si bien es un
filamento caracteristico de células mesenquiméticas, se encuentra expresado en algunos
tumores epiteliales muy agresivos o en lineas celulares epiteliales. Esta descripto que la
marcacién positiva parece correlacionar con una mayor capacidad invasora o agresivi-

dad del tumor (Thompson et al, 1992). En el futuro mediato se estudiara la expresion de
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vimentina de los tumores parentales para corroborar si la expresion observada en las
lineas se debe al proceso de inmortalizacion.

La presencia de c-erbB-2, marcador asociado con agresividad en cancer de ma-
ma (Perren, 1991), fue comprobada en todas las lineas aunque en la C7L1 con una in-
tensidad bastante menor comparada con las demas. Este hallazgo puede considerarse
razonable en el sentido de que el tumor C4HD, del cual se obtuvieron los cultivos pri-
marios que originaron las lineas C4, sobreexpresa este gen (resultados no publicados).
Si bien esta proteina es de membrana, la marcacion pareciera, a primera vista, de tipo
citoplasmatica. Observando més detenidamente se encuentra que existe un efecto de
“borde” (mas notorio en las C4L2, C4L3 y C4L4, figuras 16, 31 y 42 respectivamente)
y que la razdn por la cual el citoplasma parece tener marca, asi como en el caso de las
queratinas, puede ser el hecho de que in vifro la arquitectura de la célula esta intacta.

El hecho que dos lineas provenientes de dos tumores biolégicamente distintos
como lo son la C4L2 y la C7L1 presenten un patrén de respuesta similar in vivo, ambas
son progestageno-independientes, € in vifro, responden positivamente a la proliferacién
estimulada por E; y MPA en mayor medida que el resto de las lineas, y ademaés la ex-
trafia particularidad del fenotipo fibroblastoide y la velocidad de despegue, invita a pen-
sar en una correlacion entre la morfologia y el patron de comportamiento, aunque, evi-
dentemente los datos aqui presentados no sean suficientes para demostrarlo. Seria inte-
resante seguir consiguiendo lineas con diferente morfologia para profundizar sobre la
asociacion entre caracteristicas morfoldgicas, capacidad invasora y respuesta hormonal
en este sistema experimental. Una linea recientemente descripta por Alonso y colabora-
dores (Alonso et al, 1997) obtenida por clonacién a partir de una linea de un adenoarci-
noma mamario de BALB/c que no expresa receptores hormonales es también de mor-
fologia fibroblastoide y muy invasora dando lugar a tumores sarcomatoides, a diferencia
de la parental, menos invasora localmente y de morfologia epitelioide.

La importancia de la obtencion de estas lineas en el contexto actual de la inves-
tigacién en el cancer de mama es considerable. Son lineas epiteliales, que expresan es-
tablemente RE y RP, que, en su mayoria, sobre expresan el oncogen c-erbB-2, y cuyo
crecimiento puede ser regulado por hormonas. Si bien existen algunas lineas humanas
con caracteristicas similares, hasta la fecha, excepto la transgénica c-erbB-2, MG1361
no existen lineas celulares murinas con estas caracteristicas. Estas lineas pueden ser una
valiosa herramienta en la diseccion de los mecanismos proliferativos y de invasion y

metastasis regulados por estrogenos y progesterona.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se caracterizaron seis lineas celulares obtenidas a partir de
tumores inducidos por acetato de medroxiprogesterona. Cinco de ellas derivan de un
tumor progestageno-dependiente y una de un tumor progestdgeno-independiente.

Las seis lineas son tumorigénicas y desarrollan, al ser transplantadas in vivo
lesiones con la morfologia tipica de un tumor maligno, alta invasividad y potencial
metastasico. Cuatro de las lineas de aspecto epitelioide presentaron imégenes
histopatologicas similares al tumor que les dio origen.

Las 6 lineas obtenidas son epiteliales, independientemente de su aspecto
morfoldgico.

Por los datos de su origen y los dos puntos anteriormente establecidos definimos
estas lineas como lineas de carcinomas mamario murinos ductales.

Las seis lineas expresaron receptores para estrogenos y progesterona que se
detectaron tanto en los estudios in vitro como en los tumores sélidos que se originaron
al transplantarlos in vivo. La presencia de estos receptores refuerza su origen mamario
ductal.

La capacidad invasora y metastasica fue similar en las cuatro lineas de
morfologia epitelioide y diferente en las dos fibroblastoides. Las primeras
caracterizadas por dar origen a tumores con escasa capacidad invasora local,
observandose metastasis pulmonares en todos los casos y las segundas por ser mas
invasoras localmente ademas de dar origen a metdstasis pulmonares.

Resultados obtenidos en el laboratorio indicarian que las dos lineas
fibroblastoides son respondedoras a hormonas in vifro, no asi in vivo y contrariamente
las epitelioides son progestageno-dependientes in vivo pero in vitro parecerian ser mas
autonomas.

De los dos puntos establecidos anteriormente podemos concluir que en estos
casos, algunas caracteristicas morfologicas permitirian predecir el comportamiento
bioldgico.

Esta seria la primera descripcién de lineas de tumor de mama murinas, no
obtenidas por técnicas de transfeccién, que expresen receptores hormonales y sean
respondedoras a hormonas constituyendo una herramienta valiosa en el campo de la

oncologia experimental.
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