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Resumen

La mayoria de los cénceres surgen en personas mayores de 60 afios, por lo tanto, a
medida que la poblacion global envejece, el cancer se estd convirtiendo en un problema
importante de salud publica. Sin embargo, se ha ignorado en gran medida la contribucion del
envejecimiento a las sefiales oncogénicas, y la mayoria de los estudios preclinicos se disefian
en ratones adultos jovenes en lugar de llevarse a cabo en ratones de mayor edad que reflejen
una condicion adecuada para el modelo de la enfermedad. Desde hace varios afos, nuestro
grupo ha estudiado la funcién oncogénica del receptor tirosina quinasa RET en el cancer de

mama.

El cancer de mama es el tipo de cancer mas frecuente en mujeres y la causa mas comun
de muerte por cancer en la poblacion femenina a nivel mundial. El receptor RET se encuentra
sobre-expresado en aproximadamente el 50% de los tumores mamarios en comparacion con el
tejido normal, y los niveles altos de RET se correlacionan con una menor supervivencia de las
pacientes con cancer mamario. Previamente, utilizando un sistema de raton transgénico
inducible (Ret/MTB), demostramos que la expresion de RET en el epitelio mamario es
oncogénica y genera tumores que expresan el receptor de estrogenos (ER), lo que representa el
subtipo luminal humano. Mas recientemente, reportamos que RET se expresa en etapas
especificas durante el desarrollo de la glandula mamaria del raton. Sin embargo, no hemos
estudiado hasta el momento su expresion en hembras de edad avanzada. Considerando que la
edad es un factor de riesgo principal en el cancer de mama, con lo cual aumenta notablemente
la incidencia tumoral en mujeres post-menopdausicas, en este trabajo, nuestro objetivo fue

abordar el impacto de la longevidad en el desarrollo de lesiones neoplasicas inducidas por RET.

En primer lugar, utilizamos el sistema Ret/MTB para evaluar los cambios tanto en la
incidencia como en la progresion de tumores mamarios inducidos por RET en grupos de
hembras longevas respecto de hembras jovenes. Luego, mediante ensayos de biologia
molecular, llevamos a cabo una primera caracterizacion de las lesiones neoplasicas generadas
en ambos grupos. Hasta este momento del andlisis, no hemos obtenido diferencias
significativas; los resultados sugieren que la longevidad de las hembras no afecta el potencial

oncogénico de RET en las glandulas mamarias.
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En una segunda parte, analizamos en profundidad el tejido de las glandulas mamarias
de ratones hembra longevas. Ademas de los cambios histopatoldgicos, observamos que las
glandulas envejecidas presentan un patron diferencial de fosforilacion/activacion de RET y de
ER: respecto al tejido mamario joven, el tejido mamario proveniente de ratones hembra
longevas muestra altos niveles de fosforilacion de la isoforma glicosilada de RET y un aumento
significativo de la fosforilacion del ER en el sitio especifico S118. Estos resultados sugieren
que la glandula mamaria envejecida presenta activacion de una via especifica de sefializacion

de RET.

Consideramos que los resultados de este estudio abren nuevas direcciones de
investigacion. En un futuro, seria interesante estudiar en mayor profundidad la regulacion de
la expresion y actividad de RET y su efector ER en las glandulas mamarias envejecidas, su
potencial interaccion y la relacion con una mayor predisposicion al cancer de mama en

longevidad.
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Impact of Mammary Gland Tissue Longevity on Neoplastic Lesions
Induced by the RET Receptor

Abstract

Most cancers arise in individuals over 60 and, as the global population ages, cancer is
becoming a significant public health problem. Yet, the contribution of aging to oncogenic
signals is largely ignored, with most preclinical studies designed in 2-month-old adult mice
rather than older mice reflecting an age-appropriate to the disease being modeled. Since several

years our lab have been studied the oncogenic function of the RET receptor in breast cancer.

Breast cancer is the most common cancer in women and the leading cause of cancer-
related deaths in women worldwide. RET is a receptor tyrosine kinase overexpressed in 50%
of breast tumors respect to normal tissue and high RET correlates with decreased survival.
Using a doxycycline-induced transgenic mouse system (RET/MTB), we previously
demonstrated that RET expression in the mammary epithelium induced estrogen receptor (ER)
positive tumors, representing the human luminal subtype. More recently, we reported that RET
is expressed at specific stages during mammary development. However, we have not yet
studied RET expression and function in aged females. Considering that age is the main risk
factor in breast cancer, significantly increasing tumor incidence in postmenopausal women,
our aim in this work is to address the impact of longevity on the development of RET-induced

neoplastic lesions.

First, we used the Ret/MTB system to assess changes in both the incidence and
progression of RET-induced mammary tumors in groups of aged females compared to young
females. Then, through molecular biology assays, we performed an initial characterization of
the neoplastic lesions generated in both groups. Up to this point in the analysis, we have not
found significant differences; the results suggest that the longevity of the females does not

affect the oncogenic potential of RET in mammary glands.

Secondly, we conducted a more in-depth analysis of the mammary gland tissue from
aged female mice. In addition to the morphological changes (histological analysis), we

observed that aged glands exhibit a differential pattern of RET and ER
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phosphorylation/activation: compared to young mammary tissue, mammary tissue from aged
female mice shows high levels of phosphorylation of the glycosylated isoform of RET and a
significant increase in ER phosphorylation at the specific site S118. These results suggest that

the aged mammary gland may exhibit activation of a specific RET signaling pathway.

We believe that the results of this study open new research directions. In the future, it
would be interesting to study in greater depth the regulation of RET expression and activity,
along with its effector ER, in aged mammary glands, their potential interaction, and the

relationship with increased breast cancer susceptibility in longevity.
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I. La glandula mamaria

La glandula mamaria es un 6rgano secretorio complejo que atraviesa varios cambios
morfologicos y funcionales durante su desarrollo y cuya diferenciacion terminal se completa
luego del nacimiento. Si bien la glandula esta presente tanto en hembras como en machos, este
organo se encuentra desarrollado en las hembras, mientras que los machos presentan una forma

rudimentaria y generalmente no funcional (Khan Y. S., 2023).

Existen dos compartimentos tisulares que constituyen la glandula mamaria: el epitelio,
compuesto de células epiteliales que poseen la capacidad de producir leche; y el estroma, o
tejido conectivo, principalmente compuesto de tejido adiposo (AT). Estructuralmente, las
células epiteliales forman conductos (D) y alvéolos con un lumen central que se abre a la
superficie del cuerpo a través del pezon. La mayoria de las células epiteliales son células
luminales secretoras, que durante la prefiez se diferencian funcionalmente para luego producir
leche durante la lactancia. Adicionalmente, las células luminales estan rodeadas por un sistema
en forma de malla de células basales mioepiteliales, que son contractiles y tienen un rol
fundamental en la expulsion de la leche. El extenso sistema de conductos y alvéolos esta
contenido en el estroma, cuyo principal componente celular son los adipocitos, las células
especializadas en el almacenamiento de lipidos que constituyen el tejido adiposo y conforman
lo que se denomina almohadilla de grasa o fat pad (Cardiff et al., 2018). En el estroma, aunque
en menor proporcidon, también estan presentes otros tipos celulares como fibroblastos
productores de fibras, células del sistema inmune, vasos sanguineos y neuronas (Hennighausen

and Robinson, 2005).

A lo largo de su desarrollo la glandula mamaria atraviesa etapas definidas en distintos
estadios denominados pubertad, prefiez, lactancia e involucion mamaria (Figura I1). Cada una
de estas etapas es estrictamente regulada por la acciéon de los factores de transcripcion y
transductores de sefales inflamatorias conocidos como STAT (Hughes and Watson, 2012). En
la pubertad, por accion de las hormonas del ciclo sexual (principalmente estrogeno y
progesterona), las células epiteliales proliferan hasta cubrir toda la superficie del fat pad y
alcanzar la madurez. Durante la prefiez, se observa una marcada proliferacion de las células

epiteliales, lo que genera conductos mas extendidos y ramificados. A su vez, en este estadio,

11
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ocurre la diferenciacion terminal de los alveolos, lo que permitira la produccion de leche
durante la lactancia (Silberstein and Daniel, 1987). Al término de la prefiez, las estructuras
alveolares se encuentran reemplazando por completo el tejido estromal de la glandula mamaria.
Luego, al finalizar la lactancia, ocurre la involucién mamaria. La involuciéon es un proceso
caracterizado por una masiva muerte de las células epiteliales y remodelacion del tejido
glandular, en el cual el espacio ocupado por el epitelio es reemplazado por tejido adiposo,

devolviendo la glandula a su estado quiescente (Hennighausen & Robinson, 2005).

Pubertad Virgen Prefiéz Lactancia Involucién

A

B &
T
g
3

C &
Q
£
2

Figura I1. Desarrollo postnatal de glandula mamaria en el ratén. Esquema que ilustra el
desarrollo de la glandula mamaria del raton (A). Cada etapa del esquema esta acompafiada por una
imagen de secciones histologicas tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E) (B) y montaje del
organo completo o Whole mount (C). Se indican con flechas sobre las secciones de H&E las
estructuras mas importantes de la glandula mamaria: el tejido adiposo (AT), los alvéolos o unidades
lobulillares, que son las estructuras secretorias de la glandula, y los ductos (D), que conforman los
canales a través de los cuales la secrecidon mamaria es recolectada y confluyen en el pezoén. TEB:
brotes terminales de los conductos; Fat pad: almohadilla de grasa; AT: Adipose tissue. Adaptado
de (Hennighausen and Robinson, 2001; Andrechek et al., 2008).

En este trabajo, nos centraremos en el estudio de la glandula mamaria de ratones hembra
virgenes, esto es animales adultos mayores de 2 meses de edad que no han atravesado el

proceso de prefiez. En la glandula mamaria en estado virgen, encontramos un sistema de
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conductos primarios y secundarios, distribuidos de manera regular, con ramificaciones laterales
que se forman y desaparecen en cada ciclo sexual, en los ratones denominado ciclo estral.
Similar a lo descripto anteriormente, el epitelio de la glandula mamaria virgen esta embebido
en una matriz de abundante tejido adiposo, y no presenta las estructuras alveolares

diferenciadas (Hennighausen & Robinson, 2005).

Si bien la glandula mamaria humana y murina son funcionalmente similares (Mori et
al., 2018), tienen diferencias estructurales, especialmente durante la pubertad o el proceso de
involucion, ya que en humanos el estroma de la glandula posee mas componente fibrilar (f).
Ademéds del periodo de involucion mamaria luego del parto, ocurre una involucién natural
relacionada con la edad, que en la mama humana toma lugar durante la perimenopausia, cuando
las mujeres cesan de ciclar, con una mayor reduccion de las estructuras epiteliales. En contraste,
los ratones hembra envejecidos contintian ovulando y tienen ciclos estrales, aunque alterados
o aletargados, casi hasta el final de su vida por lo que la estructura de la glandula es mas variable

(Cardiff et al., 2018; Mori et al., 2018, Cardiff and Wellings, 1999).

La glandula mamaria de raton también muestra cambios significativos con la edad. El
envejecimiento, en ocasiones evidenciado por marcadores de células senescentes (Wagner,
2022; Idda et al., 2020, Campisi, J., 2013), conduce a la aparicion de lesiones hiperplasicas,
expansion de la poblacion de células basales y una proporcion alterada de células luminales
(Dong et al, 2016). A su vez, se ha reportado que el envejecimiento de la glandula murina

también conduce a un aumento de la rigidez de la matriz extracelular (Jiang et al., 2022).

II. Cancer de mama

El cancer de mama es el tipo de cancer méas frecuente en mujeres y la causa mas comun
de muerte por céncer en mujeres a nivel mundial (GLOBOCAN 2022). En 2022, se
diagnosticaron 2,3 millones de mujeres con cancer de mama y hubo 670,000 muertes a causa
de esta enfermedad a nivel mundial (World Health Organization). Actualmente, es la primera
causa de muerte por cancer dentro de la poblacion femenina argentina, con una tasa estimada
de incidencia de 73,1 casos por cada 100.000 mujeres, tal como lo indican los datos aportados

por el Instituto Nacional del Cancer (Atlas INC, 2021).

13



Impacto de la longevidad del tejido

de la glandula mamaria en las lesiones
neoplasicas inducidas por el receptor RET
M. Clara de los Santos

En base a los perfiles moleculares que detectan la expresion de proteinas especificas
por ensayos de inmunohistoquimica (IHC), es posible clasificar a los tumores mamarios en 4
subtipos: luminal A, luminal B, basal y el subtipo HER2. Los tumores luminales expresan
receptores de estrogeno (ER) y progesterona (PR) y representan el 70% de los pacientes
(tumores ER+PR+). Por otro lado, el subtipo HER2 es menos frecuente y se caracteriza por
poseer amplificacion y alta expresion del gen ERBb2, el cual codifica para el receptor HER2,
un receptor perteneciente a la familia de receptores con actividad tirosina quinasa (R7K)
(Sorlie, 2007). El subtipo basal se caracteriza por ser triple-negativo, es decir que no expresa
ninguno de los receptores previamente mencionados (tumores ER-, PR-, HER2-) y, aunque es

el mas agresivo, solo representa el 10-20% de los casos.

Al desarrollarse en un 6rgano que no es vital para la supervivencia de la mujer afectada, la
remocion quirtrgica del tumor primario es una operacion de bajo riesgo para la paciente con
cancer mamario. Dependiendo del subtipo del tumor, se indica la terapia a implementar. Sin
embargo, la alta tasa de mortalidad revela que, en muchos casos, existen limitaciones y
resistencias terapéuticas para frenar el proceso metastasico, esto es la diseminacion e invasion
a organos secundarios vitales, generalmente pulmoén o hueso (Lei et al.,, 2019; Bianco and
Gevry, 2012). Por lo tanto, el estudio de las bases moleculares que permitan comprender los
mecanismos tanto de iniciacion de lesiones pre-neopldsicas mamarias como de su progresion,
permitird disefiar técnicas de diagndstico mas precisas y estrategias terapéuticas mas acertadas

para bloquear el crecimiento y la diseminacién metastasica del cancer de mama.

I11. Envejecimiento y cancer

Debido al aumento notable en la esperanza de vida a nivel mundial de los tltimos afios,
resulta indispensable estudiar en mayor profundidad las caracteristicas del microambiente
envejecido y los mecanismos mediante los cuales este puede promover el desarrollo de distintas
patologias. El envejecimiento se caracteriza por una pérdida progresiva de la integridad
fisiologica, lo que conduce a una disminucion de la funciéon y una mayor vulnerabilidad a la
muerte. Este deterioro es el principal factor de riesgo para las principales patologias humanas,
incluido el cancer (Lopez-Otin et al, 2013). La mayoria de los canceres muestran un aumento
significativo en su incidencia con la edad; sin embargo, poco se sabe sobre los mecanismos

moleculares subyacentes que explican este fenomeno.
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Las mutaciones genéticas son impulsoras fundamentales del cancer, dado que pueden
alterar la expresion de genes claves asociados a la proliferacion celular. Durante varios afios,
ha prevalecido la suposicion de que la relacion entre el cancer y la edad se debe al tiempo
necesario para acumular las alteraciones genéticas en las células adecuadas (Collado et al.,
2007, Serrano et al., 2007). Sin embargo, cada vez hay mas evidencias cientificas que sugieren
que esta explicacion es insuficiente para entender completamente la conexion entre el cancer y
el envejecimiento. Otros factores, propios del microambiente envejecido, parecen tener un rol
fundamental en generar un entorno mas propenso al desarrollo de la enfermedad. De hecho,
varios estudios han revelado que alteraciones oncogénicas son sorprendentemente bien
toleradas por los tejidos humanos en la adultez; sin embargo, no se comprende en profundidad
por qué estos eventos parecen ser menos tolerados en los tejidos envejecidos, lo que conduce

al cancer (Havas et al., 2022).

A pesar de la idea preconcebida de que los procesos del cancer (proliferacion y mayor
supervivencia celular) y del envejecimiento (arresto del ciclo celular y disminucion de la
funcionalidad) en el contexto celular son opuestos, los estudios destacan que muchas de las
caracteristicas del envejecimiento se comparten con el cancer (Figura 12). Estas caracteristicas
incluyen inestabilidad gendmica y epigenética, alteracion de la comunicacion intracelular, dafio
en el ADN (DNA) disfuncién mitocondrial y senescencia, entre otras (Fane and Weeraratna,
2020). La senescencia celular, si bien fue inicialmente descripta como supresor fisiologico de
las células tumorales, dado que se caracteriza por un arresto irreversible de la proliferacion
celular (Hayflick, 1965, Hayflick and Moorhead, 1961), hay una creciente evidencia de que
esta puede también contribuir a la oncogénesis, en parte por la secrecion de un conjunto de

factores pro-inflamatorios (Yang et al., 2021).
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Figura I2. La relacion entre el envejecimiento y el cancer. Las posibles causas del cancer
asociado a la edad incluyen mutaciones somaticas acumuladas, proteostasis desequilibrada,
trastornos mitocondriales o metabolicos, senescencia celular, disfuncidon epigenética, disfuncion
inmune, dafio al DNA y disfuncion de los telomeros. La desregulacion genomica y epigenética
puede afectar en gran medida la transcripcion de diversos genes, conduciendo a un aumento de la
proliferacion y migracion celular descontrolada, caracteristicas canonicas de las células cancerosas.
La comunicacion intracelular alterada puede interrumpir las sefales que regulan el crecimiento y
la muerte celular. La proteostasis puede causar la acumulacion de proteinas mal plegadas, lo que
induce estrés celular y activa vias oncogénicas que favorecen la transformacion maligna. La
senescencia celular, puede también contribuir a la oncogénesis, en parte por la secrecion de un
conjunto de factores pro-inflamatorios, conocido como fenotipo secretor asociado a senescencia
(SASP). Modificado de (Havas et al., 2022).

En cancer de mama, ademds del sexo, la edad es el factor de riesgo principal. La
incidencia de este tipo de cancer aumenta notablemente con la edad: el riesgo estimado para
mujeres menores a 49 afios es de 1/59, mientras que para mujeres entre 50-59 afios es de 1/43
y entre 60-69 afios el riesgo se eleva a 1/23 (Siegel et al., 2014). Mujeres mayores de 70 afios
tienen una probabilidad de 1/15 de desarrollar cancer de mama. Sin embargo, es importante
destacar que, si bien la incidencia aumenta con la edad, el tipo de cancer de mama en edades
avanzadas suele ser menos agresivo y de menor mortalidad que aquel que se desarrolla en
mujeres jovenes. En mujeres de edad avanzada, el tipo de cancer de mama mas frecuente es el

luminal A, generalmente tratable con terapias endocrinas que bloquean la actividad de los
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receptores hormonales, mientras que mujeres jovenes (menores a 40 afios) son mas propensas
a presentar el subtipo basal triple-negativo, que es mas metastasico y resistente a las terapias

disponibles en la clinica (McGuire et al, 2015).

En resumen, el aumento de la incidencia de cancer de mama con la edad podria
correlacionarse con varios factores presentes en el microambiente envejecido. Por ejemplo,
particularmente en la mama, se ha postulado que el envejecimiento causa un aumento en la
rigidez de la matriz extracelular, lo que favorece la capacidad invasiva de las células cancerosas
(Bahcecioglu et al., 2021). A su vez, también se demostrd que con la edad se favorece la
generacion de un microambiente pro-inflamatorio, que puede incrementar la proliferacion de
las células tumorales mamarias que llevaban originalmente oncogenes activos (Jiang et al.,
2022). Aun asi, la contribucidn del envejecimiento a las sefiales oncogénicas se ha ignorado en
gran medida, y la mayoria de los estudios con animales de laboratorio, estudios in vivo,
conocidos como pre-clinicos, estan disefiados utilizando ratones adultos en lugar de ratones de

mayor edad que reflejen una edad apropiada para modelar la enfermedad del cancer.
IV. El receptor de estrogeno (ER)
IV. 1. ER y cancer de mama

El receptor de estrogeno (ER) es parte de la superfamilia de receptores nucleares
hormonales que actian como factores de transcripcion regulando la proliferacion celular,
diferenciacion y homeostasis en varios tejidos, y cuya actividad estd principalmente regulada
por la unidn del estrogeno. Existen al menos dos isoformas del ER, ERa y ERp, siendo el mas
estudiado en tejido mamario el ERa; en este trabajo solo analizaremos el ERa (al que
denominaremos ER). En el modelo clasico de activacion, el estrogeno se une al receptor en el
citoplasma de la célula, provocando un cambio de conformacion en el receptor que permite su
fosforilacion por quinasas, su dimerizacion y consecuente translocacion al ntcleo, donde se

une a secuencias blanco del DNA y regula la expresion de diversos genes (Gourdy et al, 2018).

Si bien el estrogeno es una hormona indispensable en el crecimiento, desarrollo,
reproduccion, y mantenimiento de numerosos sistemas fisioldgicos, hace tiempo que se sabe
que la exposicion sostenida a esta molécula estimula el desarrollo de cancer de mama (Missmer

et al, 2004). Mas aun, el ER es el principal impulsor de aproximadamente el 75% de los
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canceres de mama, y multiples farmacos dirigidos contra el ER, como tamoxifeno que bloquea
el sitio de unién de estrégenos en el receptor, son comunmente utilizados en la clinica para
tratar a pacientes con cancer de mama ER+. Sin embargo, aproximadamente un 40% de los
pacientes con cancer de mama presentan tumores resistentes a la terapia endocrina o desarrollan

resistencia a la terapia endocrina durante el transcurso del tratamiento (Gattelli et al., 2020).

IV. 1L Estructura del ER y su activacion

El ER es una proteina modular que consta de varios dominios funcionales, incluyendo
un dominio N-terminal, dos funciones de activacion transcripcional (AF-1, AF-2), un dominio
de union al DNA ubicado centralmente, una region bisagra y un dominio de union al ligando
en el extremo C-terminal (Figura 13) (Anbalagan and Rowan, 2015). Si bien la activacion
clasica del ER consiste en la unién de la hormona, también existen otras vias de activacion
independientes de la unidon de los estrogenos al receptor. La actividad del dominio AF-2 es
dependiente de la unidn de estrogenos, mientras que la actividad del dominio AF-1 es regulada
por fosforilaciones que pueden ocurrir independientemente de la union de estrogeno, aunque

suele ser potenciada por la presencia de la hormona (Morandi et al, 2011).

Src
KINASES CDK2/CyclinAGSK'3MAPK AKT p90RSKPKA CK2 PAK P-38MAPK Src CK2
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Figura I3. El ER, sus dominios funcionales, sitios de fosforilacion y las quinasas asociadas.
Los dominios funcionales del ER son: funcion de activacion-1 (AF-1); dominio de unioén al DNA
(DBD); bisagra, dominio de unién al ligando (LBD); dimerizacion; funcion de activacion-2 (AF-
2); y el dominio F, que se considera que reprime la funcion de ERa. Las quinasas que han sido
descriptas con capacidad de fosforilar ERa son: CK2, quinasa de caseina 2; CDK, quinasa
dependiente de ciclinas; IKK, inhibidor de la quinasa kappa; p90RSK, quinasa de proteinas
ribosomicas de 90 kDa; PAK1, quinasa 1 activada por p21; PKA, quinasa A. S, serina; T, treonina;
Y, tirosina. Se indican en rojo los sitios de fosforilacion del ER de interés en este trabajo. Adaptado
de (Anbalagan and Rowan, 2015).

18



Impacto de la longevidad del tejido

de la glandula mamaria en las lesiones
neoplasicas inducidas por el receptor RET
M. Clara de los Santos

La activacion del ER de manera independiente de estrogenos es interesante de estudiar
en tumores que son independientes al tratamiento con hormonas, como aquellos resistentes a
la terapia endodcrina, donde el ER permanece activo aun en presencia de bloqueadores del sitio

de unién al ligando como el tamoxifeno.

El receptor de progesterona (PR) es también parte de la superfamilia de receptores
nucleares que actian como factores de transcripcion y su actividad estd regulada por la
hormona progesterona. En tejido mamario, se pueden detectar dos isoformas de PR, PRA y
PRB (Kariagina et al., 2008). Se ha demostrado que el PR es un gen regulado directamente
por ER (Kastner et al., 1990). La expresion del PR estd estrechamente controlada por la
actividad de ambos dominios, AF-1 y AF-2 del ER. Tumores mamarios que expresan tanto ER
como PR (ER+PR+) generalmente se asocian a una mejor respuesta a la terapia hormonal. Por
otro lado, tumores ER+ pero negativos para PR suelen indicar la presencia de un ER no
funcional o mutado, por lo que se los suele asociar con mayor resistencia a las terapias

endocrinas (Li et al., 2022).

IV. I11L. Sitios de fosforilacion del ER

El impacto de la fosforilacion del ER y sus consecuencias funcionales es extensamente
complejo en cancer de mama (Li et al., 2023). Simplificadamente, la fosforilacion del ER puede
ocurrir en diversos sitios, principalmente sobre el N-terminal (Figura I3), y est4 regulada tanto
por la union del ligando, como por mecanismos independientes a éste. Los sitios de
fosforilacion del ER contribuyen a la regulacion de multiples actividades funcionales,
incluyendo la sensibilidad a la hormona, la localizaciéon nuclear, la unién al DNA, las
interacciones con proteinas/cromatina, la estabilidad de la proteina y la transcripcion de genes
blanco. En este trabajo, nos centraremos principalmente sobre dos sitios de fosforilacion del
ER bien caracterizados: la fosforilacion en serina 118 (pS118ER) y la fosforilacion en serina
167 (pS167ER). La fosforilacion de ambos sitios es regulada por multiples vias de sefializacion
(Figura 1I3), aun en ausencia de ligando, y afecta la transcripcion de genes blancos del ER

(Anbalagan and Rowan, 2015).

IV. I1L. L. Fosforilacion en S167 del ER
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La serina 167 del ER (S167) puede ser fosforilada por distintas quinasas
citoplasmaticas, incluyendo diversas quinasas oncogénicas como ERK, AKT, mTOR y
p70S6K (Morandi et al., 2011). La fosforilacion en S167 del ER aumenta la union del ER a la
cromatina, mejora la unidon de coactivadores al ER en presencia de estrogenos v,
consecuentemente, potencia la transcripcion. Si bien hay ciertos estudios en lineas celulares
que postulan que la fosforilacion en este sitio promueve resistencia a las drogas anti-
estrogénicas, la mayoria de los estudios reportan una asociacion positiva entre fosforilacion en
S167, la supervivencia del paciente y su respuesta a la terapia endocrina (Anbalagan and

Rowan, 2015; Yamashita et al., 2005).

IV. I1L. II. Fosforilacion en S118 del ER

La fosforilacién en la serina 118 (S118) del ER es un sitio de fosforilacion maés
caracterizado. La S118 puede ser fosforilada por varias quinasas citoplasmaticas, incluyendo
MAPK, GSK-3 IKKa, CDK7 y mTOR. Similarmente a lo reportado para S167 del ER, la
accesibilidad de la S118 no solo puede ser desencadenada por la union de estrégenos al ER,
sino también por vias independientes a la hormona. Por ejemplo, se ha demostrado que la
activacion de ciertos receptores del tipo RTK como HER2 o EGFR por sus respectivos ligandos
activan vias de sefalizacion que culminan en la fosforilacion de ER en S118 (pS118ER)

(Anbalagan and Rowan, 2015).

En cancer de mama, la presencia de pS118ER se asocia con un fenotipo de tumor mas
diferenciado, mejor prognosis y respuesta a terapia con tamoxifeno (Anbalagan and Rowan,
2015; Kok et al, 2009). Se ha demostrado que pS118ER media funcionalmente la interaccion
del ER con proteinas co-reguladoras de la transcripcion como CBP/p300 y p160, potenciando
la actividad transcripcional del ER (Dutertre and Smith, 2003; Leo and Chen, 2000). Sin
embargo, al ser un sitio que puede estar fosforilado independientemente de la presencia de la
accion de los estrogenos, se ha postulado que pS118ER podria ser también un marcador de

resistencia a la terapia endocrina (Gattelli et al., 2013; Chen et al., 2013).

V. El receptor RET

RET, descripto como RTK, es el receptor para la familia de péptidos denominados

factores neurotroficos derivados de la glia (GDNF). Estos ligandos se unen a RET junto con la
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familia de co-receptores de los receptores de GDNF (GFRa 1-4), los cuales suelen estar
anclados a la membrana, pero también existen en forma soluble. Los GFRa forman
homodimeros que son reclutados por ligandos selectivos de la familia de GDNF (GDNF,
NRTN, ARTN y PSPN) formando un complejo de alta afinidad, el cual luego interactia y
activa a homodimeros de RET (Mulligan, 2014) (Figura 14).

Durante su activacion, RET se autofosforila en residuos tirosina y, a su vez, activa
numerosas vias de sefalizacion intracelular rio abajo relacionadas con proliferacion,
diferenciacion y migracion celular (Mulligan, 2014). Como se describird mas adelante, en
células tumorales mamarias RET activa la via de las quinasas oncogénicas como ERK y AKT,
y de los factores de transcripcion STAT (Figura 14) (Gattelli et al, 2013). Ademas, la
activacion de RET también conduce a la fosforilacion en sitios especificos de otro factor de

transcripcion de importancia en tejido mamario, el ER (Morandi et al, 2011).

El gen de Ret codifica para tres isoformas (Ret9, Ret43 y Ret51) las cuales a nivel
proteico difieren en sus dominios carboxilo-terminales y en sus residuos tirosina quinasa
(Figura I4). La isoforma Ret51 codifica para la forma completa de la proteina, es decir aquella
que posee todos los residuos susceptibles a fosforilacion, y junto con Ret9 constituyen las
isoformas mas abundantes en los tejidos (/bdriez, 2013) incluyendo tanto tejidos de tumores de

mama como lineas celulares tumorales mamarias (Boulay et al., 2008).
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Figura I4. El receptor RET y su seiializacion rio abajo. Los ligandos de RET se unen a sus
respectivos co-receptores GFRa (las flechas continuas indican las interacciones preferidas, la
flecha discontinua indica interacciones potenciales) y activan al receptor RET. Las proteinas GFRa
tienen dominios ricos en cisteina y estan unidas a la membrana plasmatica por un anclaje GPI
(aunque existen versiones solubles). La union de iones Ca2+ a los dominios extracelulares de RET
es necesaria para su activacion. La activacion de RET conduce a la trans-fosforilacion de residuos
de tirosina (Y) en el dominio quinasa de RET, lo que resulta en el reclutamiento de diferentes
moléculas de sefializacion y proteinas adaptadoras, como se destaca en el area ampliada. El splicing
alternativo genera las tres C-terminales alternativas de 51, 43 y 9 aminoacidos. La fosforilacion en
Y1096 es posible solo en la isoforma RETS51. Adaptado de (Morandi et al., 2011).

En la fisiologia normal, RET se expresa en las células precursoras de la cresta neural y
del tracto urogenital, en cerebro y en glandulas salivales (De Groot et al., 2006). Mas
recientemente, nuestro grupo reveld que, en la glandula mamaria del raton, RET se expresa a
altos niveles durante la lactancia y dichos niveles disminuyen abruptamente durante la
involucion (Vallone et al., 2022). Durante estos estadios, RET se encuentra activo, reflejado
por la deteccion de su estado fosforilado en Y1062 (pY1062RET) (Vallone et al., 2022). El
tejido glandular de ratones hembra virgenes muestra, en general, niveles relativamente bajos
de RET (Vallone et al., 2022). En tejido mamario humano, tanto RET como el co-receptor

GFRal y su ligando GDNF se expresan en niveles bajos o indetectables (Esseghir et al., 2007).
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Durante las distintas etapas del desarrollo de la glandula mamaria del raton, los estudios de
nuestro grupo detectaron expresion tanto de algunos de los co-receptores (GFRal y GFRa2)

como de los ligandos de RET (GDNF y NRTN), indicando la actividad de la via en este tejido.

La primera manifestacion clinica de la funciéon oncogénica de RET fue identificada
como re-arreglos génicos en carcinoma de tiroides (Grieco et al., 1990). En este tipo de tumor,
la activacion constitutiva de la sefalizacion de RET es producida por la presencia de una
mutacion que genera una proteina de fusion (denominada RET-PTC), la cual representa la
activacion constitutiva de RET independientemente de la union del ligando/co-receptor
(Grieco et al., 1990). En céancer de tiroides la activacion de RET es acompafiada de la
activacion de ERK, de STATI y STAT3 y, ademas, por la produccion de citoquinas
inflamatorias (Kim et al., 2008; Borrello et al., 2005, Hwang et al., 2004; Grieco et al., 1990).
Mas tarde, se han identificado otras proteinas de fusion en adenocarcinomas de pulmén (Kohno
etal, 2012), colon (Le Rolle et al., 2016) y, en un porcentaje muy bajo, en cancer de pancreas,

prostata y mama (Gattelli et al., 2020, Stransky et al., 2014).

V. L. RET y cancer de mama

En el cancer de mama, las mutaciones en el gen de RET no son frecuentes; menor al
1% en las diversas cohortes de pacientes analizados (Stransky et al., 2014, Kan et al., 2010).
Sin embargo, RET se sobre-expresa en aproximadamente el 50% de los tumores de mama
humanos (Gattelli et al., 2020; Drilon et al., 2018, Gattelli et al., 2013, Esseghir et al., 2007)
(Figura IS A-B). Mas recientemente, en algunos casos de cancer de mama con metéstasis en
cerebro, se hallaron niveles aumentados de expresion de RET en los focos metastasicos, en
comparacion a los tumores primarios (Vareslija et al., 2019) (Figura IS, C). Por otra parte, los
ligandos de RET también estan implicados en otros tipos de cancer (Fielder et al., 2018). La
expresion génica de RET, el co-receptor GFRal y el ligando GDNF se encuentra incrementada
en cancer de mama respecto de los tejidos mamarios normales (Esseghir et al., 2007). Ademas,
ARTN se ha vinculado particularmente al cancer de mama de subtipo luminal ER+ (Kang et

al., 2009; Kang et al., 2010).

Independientemente del subtipo de cancer mamario, niveles altos de expresion de RET

se correlaciona con peor prondstico del paciente (Gattelli et al., 2013). Por otro lado, a pesar
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de que la expresion de RET se asocia mayormente a tumores del tipo luminal (ER+), los
tumores que han resultado resistentes a la terapia anti-estrogénica poseen niveles aun mas altos
de RET (Morandi et al., 2013, Plaza-Menacho et al., 2010) (Figura I5 C), indicando su
participacion en mecanismos de resistencia enddcrina y sugiriendo su compleja relacion con el
ER. La sefalizacion desencadenada por la activacion de RET en cancer de mama incluye,
ademas de activacion del ER, la activacion de las vias MAPK/ERK, AKT/mTOR, FAK y
STAT, principalmente STAT1 y STAT3 (Figura I5 D).
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Figura IS. Alteraciones de RET en cincer de mama y sus consecuencias. A-B. RET est4 sobre-
expresado en cancer de mama, en comparacion a tejido mamario normal. C. Cuando hay
recurrencia a la enfermedad debido a mecanismos de resistencia a la terapia endocrina, ya sea en
la mama o en sitios metastasicos, los niveles de RET estan elevados. D. La senalizacion
desencadenada por la activacion de RET incluye las vias MAPK/ERK, PI3K-AKT, mTOR, ER,
FAK y STAT, que contribuyen a la resistencia endocrina y al aumento de la proliferacion y
migracion de células tumorales. Adaptado de (Gattelli et al., 2020).

V.1l La relacion entre RET y ER en cancer de mama
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Como se menciono previamente, la activacion de RET conduce a la activacion rio abajo
de distintas vias de sefializacion, incluyendo aquellas que conducen a la fosforilacion del ER
en sitios especificos que regulan su actividad ain en ausencia de estrogenos (Figura 16)
(Morandi et al, 2011). En este trabajo nos centraremos particularmente en S118 y S167 del ER,
como sitios fosforilables rio abajo de la activacion del receptor RET. Se ha reportado que la
activacion de RET conduce a la fosforilacion del ER a través de la activacion de la via de
mTOR y de p70S6K, independientemente de AKT (Morandi et al, 2011). Aqui la interaccion
entre RET y ER es responsable del aumento de la resistencia al tratamiento con tamoxifeno de
las células tumorales mamarias humanas MCF7. El silenciamiento de RET mejora la respuesta
de las células al farmaco, y en las variantes resistentes al tamoxifeno, las restaura a un fenotipo

sensible (Plaza-Menacho et al., 2010).
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Figura 16. Vias de sefializacion de RET y otros RTKs responsables de la activacion de ER.
La actividad del ER puede ser regulada por la union de los estrégenos y/o a través de su
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fosforilacion. Distintos receptores tirosina quinasa (RTKs) inducen la fosforilacion del ER,
predominantemente a través de las vias RAS—-RAF-ERK y PI3K/AKT. ERK1/2 fosforila al ER de
manera directa y/o a través de pP90RSK. AKT fosforila al ER de manera directa y/o a través de
mTOR. La senalizacion rio abajo de RET conduce a la activacion de p70S6K vy la fosforilacion del
ER a través de mTOR, independientemente de PI3K/AKT. La fosforilacion del ER también puede
ser mediada por otras quinasas intracelulares. Las flechas continuas indican las interacciones
conocidas y definidas entre las moléculas de senalizacion; las flechas discontinuas indican
interacciones que requieren mas investigacion. Las flechas rojas indican la principal via de
sefalizacion de RET hacia la fosforilacion del ER. Adaptado de (Morandi et al., 2011).

A su vez, se ha demostrado que el gen de RET es un gen blanco directo del ER. El
andlisis de secuencias en el promotor de Ref presenta sitios consenso de union del ER (Gattelli
et al, 2020, Lin et al., 2007). La funcionalidad de dicha interaccion se comprobd mediante la
induccion de la expresion de RET por tratamiento con estrégenos en lineas celulares ER+
(Boulay et al., 2008). Como era de esperar, esta induccion se bloquea mediante el tratamiento
con tamoxifeno. Sin embargo, paraddjicamente, se observd que el tratamiento crénico con
algunos agentes endocrinos que bloquean la actividad del receptor de ER (tamoxifeno) resulta

en un aumento de los niveles de RET (Gattelli et al, 2020).

En resumen, existe entonces una relacion compleja entre RET y ER que ain falta
dilucidar. Dado que la longevidad en hembras est4 caracterizada por una disminucion en los
niveles de estrogenos circulantes y una menor actividad de ER, resulta interesante estudiar
tanto la expresion como la activacion de RET y el ER en un estadio representativo de
longevidad (o bien post-menopausia) particularmente en un 6rgano hormono-respondedor

como la glandula mamaria.

VI. El raton transgénico Ret/MTB como modelo de estudio de tumores mamarios

Para investigar la funcion oncogénica de la forma no mutada de Ret in vivo, contamos
con la cepa de ratdn transgénico (de background genético FVB/N) desarrollada por nuestro
grupo (Gattelli et al., 2018). En este sistema, la forma no mutada de Ret5/ humano salvaje o
wild-type (WT) fue clonada e introducida rio abajo del promotor minimo de tetraciclina (TetO-
Ret) (Gunther et al., 2002). La secuencia IRES-luciferasa (Luc) se agregd para ser utilizada

como gen reportero de la induccion del transgén (Figura 17 A).

Los ratones que contienen la secuencia TetO-Ret (Ret/-) se cruzan con los ratones de la
cepa transgénica MMTV-rtTA (MTB/-), los cuales expresan el transactivador del promotor

TetO dependiente de tetraciclina (rtTA) en el epitelio mamario, ambos de la cepa FVB/N. De
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este modo, se genera la progenie bitransgénica a la que denominamos Ret/MTB (Figura 17 A).

Este sistema ha sido ampliamente utilizado para estudiar el efecto de otras proteinas
oncogénicas como por ejemplo MYC y HER2 en la glandula mamaria (Moody et al., 2002;
Blakely et al., 2005). En nuestro caso, la expresion del oncogén Ret 'y Luc es inducida mediante
la ingesta del analogo del antibidtico tetraciclina, doxiciclina (DOX), en el agua de bebida de
los ratones: en presencia de DOX, el rtTA se une a su promotor y la expresion de Ret es
inducida selectivamente en la glindula mamaria. Luego de 2-3 dias de administracién de DOX,

se detecta la induccion del transgén (Gattelli et al., 2018).

Los niveles de expresion del transgén en las glandulas mamarias pueden ser
monitoreados in vivo usando bioluminiscencia, midiendo la actividad luciferasa luego de la
inyeccion intraperitoneal de luciferina (Figura I7 B); o bien detectando la proteina RET
mediante ensayos de Western blot (WB) con anticuerpos especificos sobre lisados del tejido

mamario (Figura I7 C).

e Ret/-
Ret5 IRES Luciferase
X s MTB/- J
MMTV-LTR rtTA

B Ret/MTB

” -R: 51931
+DoX R 2 A
Control i
-T: 5091
C Ret/- A Ret/MTB _ MTB/-
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- 250
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Figura 17. Modelo tumoral de ratén transgénico Ret/MTB. A. El ADNc de Ret5] humano
(hRet51) fue clonado a partir de células MCF7 e introducido rio debajo del promotor de tretraciclina
(TetO). El sitio IRES-luciferasa (Luc) se usa como gen reportero de la expresion del transgén. Para
generar los animales bitransgénicos (Ret/MTB), los ratones conteniendo la secuencia TetO-Ret
(Ret/-) fueron cruzados con la cepa transgénica conteniendo MMTV-rtTA (MTB/-), la cual expresa
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constitutivamente la proteina transactivadora del promotor TetO (1tTA) en las células del epitelio
mamario. Mediante el agregado de doxiciclina (DOX) al agua de bebida de los ratones Ret/MTB,
el itTA se une a su promotor y la expresion de Ret y Luc es inducida en la glandula mamaria. B.
La actividad de Luc en glandulas mamarias de ratones Ret/MTB virgenes bajo 1 semana de
tratamiento con DOX fue monitoreada por bioluminiscencia. Ratones sin tratamiento de DOX
fueron usados como control negativo. C. La expresion de RET fue analizada mediante ensayos de
WB usando anticuerpos especificos sobre lisados proteicos de tejido mamario de los ratones
hembras transgénicos indicados, bajo tratamiento de DOX (+) o no (-). El lisado de células MCF7
fue usado como control positivo de la expresion de RET humano. Adaptado de (Gattelli et al.,
2018).

En una primera instancia, transcurridos 2 meses de induccion cronica del sistema, la
expresion de RET en la glandula mamaria de ratones transgénicos Ret/MTB promueve la
generacion de hiperplasias, distinguibles por un aumento de area cubierta por conductos y
aumento significativo de marcadores de proliferacion en células epiteliales (Figura I8).
Transcurridos los 4-8 meses de induccion, la expresion cronica de RET en el epitelio mamario
resulta en el desarrollo de tumores mamarios (Gattelli et al., 2018) (Figura 19). Estos tumores
poseen caracteristicas similares a los tumores luminales humanos (Sorlie et al., 2003); expresan
niveles relativamente bajos de HER2, son ER+ pero negativos para PR (PR-), por lo que son
resistentes a la terapia anti-estrogénica (Gattelli et al., 2018). De este modo, y dando relevancia
a nuestro modelo transgénico, se reproducen las caracteristicas de tumores humanos que

expresan RET.
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Figura I8. La expresion de RET en ratones hembra Ret/MTB genera hiperplasias en las
glandulas mamarias. Hembras adultas tratadas en forma prolongada por 2 meses con DOX. A.
Examen morfologico de WM. Las glandulas Ret/MTB son de mayor tamafio que las glandulas del
grupo control MTB/-, lo que resulta en un aumento significativo de las areas cubiertas por
conductos y grasa circundante. B-C. Cortes histologicos de tejido mamario tefiidos con H&E e IHC
especifica de fosforilacion de histona 3 (pS10H3) indican aumento de proliferacion celular en los
conductos hiperplasicos de los animales Ret/MTB. Los graficos con las correspondientes
cuantificaciones se indican la derecha de las imagenes. Adaptado de (Gattelli et al., 2018).
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Figura 19. La expresion cronica de RET en ratones hembra Ret/MTB genera tumores
mamarios. A. Actividad de luciferasa monitoreada por bioluminiscencia en hembras Ret/MTB,
una hembra portadora de tumor luego de 5 meses de induccion con DOX (F) y una hembra a la que
no se ha tratado con DOX (C). B. Caracteristicas generales de los tumores generados por el sistema
Ret/MTRB: se observa la morfologia por tincion por H&E e imagenes representativas de ensayos de
IHC utilizando los anticuerpos indicados. Barra de escala 50 um. Adaptado de (Gattelli et al.,
2018).

Por otra parte, el sistema de raton transgénico Ret/MTB es una herramienta muy util,
ya que, al ser un sistema inducible, la expresion RET puede ser encendida también a tiempos
cortos, en cualquier momento del desarrollo de la glandula mamaria, para estudiar su funcion

en la fisiologia normal de la glandula (Vallone et al., 2022).
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Hipotesis y Objetivos
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Hipotesis de trabajo

Estudios previos del grupo han demostrado que la expresion cronica del receptor
tirosina quinasa RET es oncogénica en el epitelio mamario. Dado que varios reportes indican
que la longevidad aumenta la incidencia de tumores, postulamos que un microambiente

envejecido en la glandula mamaria podria promover el proceso tumorigénico iniciado por RET.

Objetivo general

La presente tesis tiene como objetivo general estudiar el impacto de la longevidad de la

glandula mamaria en el desarrollo y las caracteristicas de las lesiones neopléasicas inducidas

por RET, lo cual creemos ayudara a entender su funcion patologica.

Objetivos especificos
Para abordar la hipotesis de trabajo nos propusimos llevar a cabo los siguientes objetivos
especificos:

1. Evaluar in vivo la incidencia tumoral en el sistema de raton transgénico Ret/MTB en
hembras longevas en comparacion con hembras jovenes. Analizar las caracteristicas de
las lesiones halladas entre ambos grupos.

2. Estudiar las caracteristicas del tejido de la glandula mamaria de raton en longevidad.

Investigar la expresion y activacion de RET y sus vias de sefalizacion.
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I. Animales

Este estudio utilizo animales criados y mantenidos en el Bioterio Central (BC) de la
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (FCEN) de la Universidad de Buenos Aires (UBA).
Los ratones se mantuvieron en racks ventilados, en ambientes a 20 + 2 °C, bajo un ciclo de 12
horas de luz y 12 horas de oscuridad, con acceso ad libitum a agua y alimento. Todas las
condiciones de mantenimiento siguieron las normativas de la institucion, la 'Guia para el
cuidado y uso de animales de laboratorio' de NIH (Directiva 2010/63/UE) y las guias ARRIVE
(Percie du Sert et al. 2020).

Todos los procedimientos experimentales utilizados en este trabajo se encuentran
aprobados por el Comité Institucional Cuidado y buen Uso de Animales de Laboratorio
(CICUAL) de la FCEN (protocolo#53, Dra. Gattelli aprobado 2016, enmienda aprobada 2018).
Ademés, las personas a cargo de la concepcion, disefio y realizacidon de este proyecto, poseen

aprobado el curso obligatorio de capacitacion para el uso de animales de laboratorio dictado

por la CICUAL.
I1. Ratones wild type (WT) de la cepa FVB/N

Se utilizaron glandulas mamarias de hembras FVB/N virgenes longevas (10-12 meses
de edad, n=11) y jovenes (2-4 meses de edad, n=8). De cada hembra se colectaron las glandulas
mamarias #4 de ambos flancos (Figura M1) y se obtuvieron las muestras correspondientes. A
una de las glandulas #4 se le retir6 el ganglio linfatico y se la cortd en trocitos, los cuales se
congelaron a -80°C para su utilizacion en técnicas de biologia molecular. El resto del material
extirpado se coloco en PFA 4% diluido en PBS 1X por 24 horas y luego se las mantuvo en

ETOH 100% hasta el posterior procesado histologico.
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Figura M1. Procedimiento de autopsia de un ratén hembra. A. Luego de la eutanasia, el animal
es montado mediante chinches en las extremidades sobre la superficie de trabajo. B. Las lineas de
puntos indican los cortes que se realizan en la piel del animal para ingresar a la cavidad corporal
(sin ingresar al peritoneo) y poder reconocer las glandulas mamarias. C. Numeracion segin la
disposicion de las glandulas mamarias en el raton hembra.

I1I. Linea de ratones transgénicos Ret/MTB

El modelo transgénico Ret/MTB (de background genético FVB/N) descripto en la
introduccion (Gattelli et al., 2018) se ha generado en el laboratorio de la Dra. Hynes en Suiza

e incorporado y establecido al BC de la FCEN-UBA por la Dra. Gattelli.
I11. I. Mantenimiento de la linea transgénica

Con el objetivo de mantener la linea, se aparearon los ratones mediante retro-cruzas a
partir del mes de vida siguiendo los métodos recomendados por la CICUAL. Segun una
segregacion mendeliana, a partir del cruzamiento de los animales simple transgénicos Ret/- y
MTB/-, se obtuvieron todas las variantes genéticas: Ret/-, MTB/-, Ret/MTB y -/-. En algunos
casos, también se realizaron cruzamiento de los animales bitransgénicos Ret/MTB y -/-.
Siempre se mantuvieron los animales en heterocigosis respecto de los genes Ret y MTB. El
cruzamiento de los animales se realiz6 aproximadamente cada 3 meses y hasta el afio de vida
para los machos y 6 meses para las hembras aproximadamente, para evitar la longevidad sexual

de los individuos.

III. I1. Genotipado de los animales
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III. II. I. Extraccion de DNA genomico

A partir de los 21 dias de vida, se les extrajo a los animales una pequefia porcion de
tejido de las orejas (cartilago). A los fragmentos extraidos contenidos en un tubo eppendorff se
les agregd 75 pl de una solucion de lisis alcalina (NaOH 25mM y buffer EDTA apH 12) y se
los calent6 a 95°C por 30 minutos. Pasado este tiempo, luego de reposar 10 minutos, se agregd
a cada tubo 75 ul de una solucion de neutralizacion (buffer Tris-HC1 40 mM a pH 5). Luego
de éste procedimiento, se espera que el DNA gendmico quede libre en solucion. Las muestras

pueden utilizarse inmediatamente o se conservan a -20°C.
III. I1. II. PCR de punto final

La genotipificacion de la linea transgénica se efectud a través de reacciones de PCR,
donde se utilizaron dos pares de primers especificos (Gattelli et al., 2018). Uno de ellos se
utiliz6 para amplificar una region gendmica codificante para la proteina RET 51 humana (Ret)
y parte del vector, el cual corresponde a un producto de 200 pb. El otro par de primers se utilizd
para reconocer la presencia del promotor MMTV-rtTA (MTB), con un producto de
amplificacion de 354 pb (Tabla M1).

En cada muestra se analiz6 la presencia de ambos genes, lo cual implica 2 reacciones
de PCR, una por cada par de primers. La reaccion se realizé en un volumen final de 25 pl,
donde 3 pl corresponden al DNA genomico (obtenido como se indica en el punto anterior) y
22 ul a la mezcla de reactivos para PCR, compuesta por: 2,5 pl de buffer 10X, 1,5 pl MgCI2,
0,2 ul de tag (PB-L Productos Biologicos), 0,5 ul dNTPs (Lobov Cientifica), 0,1 ul de primer
forward, 0,1 ul de primer reverse y 17,1 ul de H20 destilada.

Se utilizé un termociclador BIO-RAD T100. Las condiciones de ciclado para la
reaccion fueron: un paso inicial a 95°C por 3 minutos para desnaturalizar las hebras de ADN,
seguido por 30 ciclos de: 95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos para permitir la
hibridizacion de los primers con las cadenas de ADN y 72°C por 45 segundos para la extension
del producto. Finalmente, se realiza una extension final a 72°C por 2 minutos para permitir la

elongacion de los fragmentos que podrian haber quedado incompletos.
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Los productos de PCR fueron evaluados por electroforesis en gel de agarosa al 2% en
solucion buffer TAE adicionandose a la preparacion de agarosa con bromuro de etidio (BrEth)
(0,5 pg/ml). En una calle adicional se corrié un marcador de peso molecular (produccion
IFIBYNE), conteniendo fragmentos de DNA de longitud conocida. De ésta forma, se pudo
corroborar el tamafo de los productos de amplificacion obtenidos mediante la reaccion de PCR.
Los animales dobles transgénicos (bitransgénicos) se reconocieron por ser positivos para ambas

amplificaciones, mientras que los simple transgénicos resultan positivos para una u otra banda.

Fragmento Secuencia de primers Longitud del
génico a utilizados producto de
detectar PCR (pb)

Ret 200

Forward: 5’-ATCCACGCTGTTTTGACCTC-3’

Reverse: 5’-CGAGAAGTAGAGGCCCAATG-3’

MTB 354
Forward: 5’~-ATCCGCACCCTTGATGACTCCG-3’

Reverse: 5’>-GGCTATCAACCAACACACTGCCAC-3’

Tabla M1. Secuencias de los primers para el genotipado de los animales transgénicos del modelo
Ret/MTB utilizados en ensayos de PCR.

IV. Induccion in vivo de 1a expresion de Ref en ratones hembras longevas y jovenes
en el sistema transgénico Ret/MTB

Mediante los cruzamientos mencionados en III. I. se generaron hembras bitrangénicas
Ret/MTB, simple trangénicas Ret/- o MTB/- y hembras no transgénicas -/-. En este trabajo, se
realizaron dos experimentos independientes de induccién del sistema transgénico, y
posteriormente, se realizd un andlisis en conjunto sobre los resultados obtenidos de ambos
experimentos. Se trabajé con un niimero total de 13 hembras Ret/MTB jovenes (2-4 meses de
edad), un grupo de 9 hembras Ret/MTB longevas (8-12 meses de edad), y un grupo de 4
hembras -/- (no transgénicas) longevas como control. Cabe aclarar que todas las hembras

utilizadas a lo largo de todo el trabajo eran virgenes.

A los 3 grupos mencionados se les administro el antibiotico doxiciclina (DOX) (Jenner

Lafarvet), agregandolo al agua de bebida (2g/l), durante 7 meses (Figura M2). La
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administracion de DOX tuvo como objetivo la induccidon del sistema transgénico: solo las
hembras Ret/MTB tendran expresion del transgén Ret (y la proteina RET) en las células
epiteliales de las glandulas mamarias. En aquellos animales donde la sobre-expresion de RET
produjo tumores, se monitored el crecimiento tumoral en los 2 grupos de animales transgénicos
a lo largo de los 7 meses. La solucion de DOX fue preparada de novo y renovada cada 3-4 dias
de los bebederos. Se utilizaron botellas color caramelo como bebederos para mantener

protegida la doxiciclina de la luz.

Los animales fueron sacrificados a los 7 meses de administracion del antibiotico, o
cuando el tamafio tumoral superd los 1500 mm3 aproximadamente, como lo indican los
comités de ética internacionales. Se procedid con las eutanasias (camara de CO2 y/o
dislocacion cervical) y las autopsias segun el protocolo del CICUAL correspondiente. De cada
animal, se conservaron al menos 2 glandulas mamarias libres de tumor: una que se coloc6 en
PFA 4% (en PBS 1X) para el posterior procesado histoldgico y otra a la que se le retiro el
ganglio linfatico, se cortd en trocitos y se guardd en -80°C para su utilizacion en técnicas de
biologia molecular. En los ratones que desarrollaron tumores, se extrajo el tejido tumoral,
almacenando parte del tumor en trocitos en -80°C y otra parte del tumor rodeado por la grasa
circundante fue conservado para el posterior procesado histologico, tal como se menciond

previamente.

Los pulmones de todos los ratones también fueron extirpados y fijados en solucion de
Bouin (Gattelli et al., 2013). Posteriormente, se observaron los pulmones en la lupa y se
cuantificé la presencia de focos metastasicos. Se separ6 cada l6bulo del pulmon y se analizo la
presencia de focos en cada uno de ellos. El fijador de Bouin tifie a todo el 6érgano de color

amarillo, dejando los focos metastasicos de color blanco facilmente observables a la lupa.
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Figura M2. Disefio experimental de induccion de la expresion de RET en el sistema de ratén
transgénico Ret/MTB. A-C. Se indujo la expresion cronica de RET en la glandula mamaria
mediante la administracion de DOX en el agua de bebida durante 7 meses de hembras Ret/MTB
jovenes (A, n=13) y longevas (B, n=9). Se utilizé6 un grupo de hembras longevas no transgénicas
(-/-) como control (C, n=4). Se realizaron 2 experimentos independientes de induccion del sistema
utilizando en cada uno 3 grupos de animales para cada condicion. Se indica la suma del numero de
animales utilizados en cada experimento. En el caso de desarrollo de tumor, se monitored el
crecimiento tumoral. Pasados los 7 meses, todos los animales se sacrificaron y se recolecto el
material para su posterior analisis.

V. Registro del ciclo reproductivo de los animales experimentales por frotis vaginal

Previo a realizar los experimentos de induccion del sistema Ret/MTB, se analizo el
estado del ciclo reproductivo del grupo de hembras jovenes (2-4 meses de edad) y longevas (8-
12 meses de edad). Este estudio se realizdo sobre los 3 grupos experimentales que
posteriormente se sometieron a la induccion del sistema Ret/MTB (Figura M2), asi como
también sobre un grupo adicional de hembras jovenes no transgénicas (-/-) que no formaron

parte del experimento de induccion.

V. 1. Recoleccion de células vaginales

La recoleccion de las muestras se realizd en el laboratorio de experimentacion del
Bioterio Central de la FCEN de la UBA, donde se encontraban alojados los animales utilizados
en este trabajo. Usando una micropipeta de 200 ul, se tomaron aproximadamente 50 ul de PBS
Ix. Dentro de la campana de ventilacion, se sacé al raton de la jaula y se lo colocé en la tapa

de la misma y, sujetando firmemente la cola del raton, se le elevo la parte trasera. Luego, se
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coloco el extremo de la punta del fip conteniendo PBS 1X en la entrada del canal vaginal,
teniendo especial cuidado de no penetrar el orificio. Luego, se presiond suavemente el émbolo
de la micropipeta, expulsando aproximadamente la mitad del volumen (25ul), hacia el interior
del canal vaginal. Inmediatamente después, se solt6 lentamente la presion ejercida sobre el
émbolo, permitiendo que el liquido salga del canal vaginal y entrase en el tip. Se repitieron
estos ultimos dos pasos unas 4 o 5 veces para cada raton, para procurar obtener una cantidad
suficiente de células para cada muestra. Finalmente, se colocd la muestra tomada sobre un
portaobjetos, se observo al microscopio dptico para corroborar suficiente cantidad de células,
y se la dejo secar completamente a temperatura ambiente, para su posterior tincion con cristal
violeta. Los animales volvieron a colocarse en sus respectivas cajas. Este protocolo se llevo a
cabo durante cinco dias consecutivos, para lograr observar el cambio en la tipologia de las
células epiteliales del canal vaginal y asi evaluar, luego de la tincidn, el estado del ciclo

reproductivo segun lo reportado (Figura M3).
V. 1L Tincion con cristal violeta

Se colocaron los portaobjetos con las muestras completamente secas en un frasco
Coplin conteniendo el cristal violeta durante 1 minuto. Luego, se pasaron las muestras a un
segundo frasco Coplin y se realizaron 2 lavados de 1 minuto cada uno con agua destilada.
Finalmente, se montaron las muestras con balsamo sintético y se dejaron secar a temperatura

ambiente antes de su observacion al microscopio 6ptico.
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B
Células epiteliales escamosas Leucocitos

Células epiteliales nucleadas

Figura M3. Determinacion de ciclo sexual por evaluacion tipologica de frotis vaginales de
ratén. Por medio de esta técnica se pueden identificar tres tipos de células principales en muestras
de frotis vaginal: A. células epiteliales nucleadas,B. células epiteliales escamosas cornificadas y C.
leucocitos. La proporcion de estos tipos de células presentes en el frotis se puede utilizar para
identificar ratones en (D) proestro, (E) estro, (F) metaestro o (G) diestro. Las puntas de flecha
negras indican la morfologia tipica de células epiteliales escamosas cornificadas, las flechas negras
sefialan leucocitos y las flechas blancas resaltan células epiteliales nucleadas. Adaptado de
(McLean et al., 2012).

VI. Monitoreo de crecimiento tumoral

Durante los 7 meses de induccion con doxiciclina se monitore6 semanalmente el
crecimiento tumoral en cada raton perteneciente a cada grupo experimental (Figura M2),
palpando cada una de las glandulas mamarias de la hembra. En el caso de que la hembra
desarrollase algun tumor, se midi6 el tamafno de este con un calibre, registrando el ancho y
largo del mismo cada semana. Para la generacion de las curvas de crecimiento tumoral (Figura

R3), se calcul6 el volumen tumoral mediante la siguiente formula:

Volumen tumoral (mm?3) = largo (mm) = (ancho (mm))? *%
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Esta formula permite estimar el volumen de un tumor asumiendo que su forma es
aproximadamente elipsoidal y es comunmente utilizado en investigaciones cientificas que

utilizan modelos de generacion de tumores en ratones (Gattelli et al, 20138).

En el caso de que una hembra desarrollase mas de un tumor, se registr6 el tamafio de
todos, pero se utilizaron los valores correspondientes al tumor que se detectd primero para

graficar las curvas de crecimiento tumoral.

VII. Calculo de incidencia y frecuencia tumoral e incidencia de metastasis

La incidencia tumoral, que es una medida de la cantidad de ratones que desarrollan
tumor respecto del total de animales analizados se calculo, para cada grupo de estudio

(Ret/MTB jovenes y longevas, y longevas -/-), mediante la siguiente formula:

# animales con al menos un tumor

Incidencia tumoral = -
# total de animales

La frecuencia tumoral, que se refiere al nimero promedio de tumores desarrollados por

animal, para cada grupo de estudio, se calculé mediante la siguiente férmula:

# total de tumores

Frecuencia tumoral (# tumores por animal) = -
# total de animales con al menos un tumor

Para el calculo de la incidencia de metastasis pulmonares, se consider6 unicamente en
la presencia o ausencia de focos metastasicos en cada pulmoén, y no en el numero de focos
metastasicos de cada uno. La superficie de todos los 16bulos pulmonares tefiidos con solucion
de Bouin se observo detenidamente bajo lupa (Leica). La incidencia de metastasis se calculo

para cada grupo de estudio mediante la siguiente formula:

# animales con al menos un foco metastasico en pulmon

Incidencia de metéstasis = -
# animales con al menos un tumor

Los parametros de incidencia se expresaron generalmente en %. No se incluy¢ al grupo
de longevas no transgénicas en el analisis de frecuencia tumoral, asi como tampoco de

incidencia de metastasis dado que ninguna hembra de este grupo desarrollé tumores.

VIII. Registro del peso de los ratones
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Mediante el uso de una balanza, se registro el peso corporal de cada uno de los ratones
utilizados en el ensayo (Figura M2). El registro del peso se realizo cada 40 dias
aproximadamente, durante los 7 meses de induccién con DOX. Para la generacion de las
curvas, se agruparon los ratones Unicamente por edad (joven y longeva), sin discriminar por el

genotipo. Se grafico el peso promedio de los ratones de cada grupo en cada dia de medicion.

IX. Analisis histolégico

El tejido extraido y conservado en PFA 4% posteriormente fue trasladado a ETOH 70%
para evitar el sobre-endurecimiento de los tejidos. El mismo se envid a servicios técnicos
externos para su procesamiento y obtencién de tacos de parafina, de cortes en blanco y de cortes
sucesivos tefiidos con hematoxilina-eosina (H&E).. Los cortes sucesivos de H&E se utilizaron
para tener una exploracion mas en profundidad del o6rgano, analizar diferencias en la
morfologia de las glandulas envejecidas (comparadas a las jovenes) y para poder determinar la
incidencia tumoral resultante del experimento realizado en el modelo transgénico Ret/MTB

(Figura M2).

Todas las imagenes histoldgicas fueron obtenidas mediante microscopio Optico
(Microscopio Olympus CX31) con ocular 10x y objetivos de aumentos 4x, 10x y 40x,
resultando magnificaciones de X40, X100 y X400, respectivamente. Las imagenes histologicas

se informan con la magnificacion correspondiente.
X. Ensayos de inmunohistoquimica (IHQ)

Se utilizaron cortes de entre 5 y 6 um de espesor del material montado en portaobjetos
silanizados. Para desparafinar las muestras, los vidrios se incubaron a 60°C por 45 minutos y
luego se colocaron en xilol durante 10 minutos. Posteriormente, se hidrataron los cortes con
pasajes de 3 minutos en alcohol de concentracion decreciente (100%, 95% y 70%). A
continuacion, se realizo la recuperacion antigénica colocando los vidrios en buffer citrato
(Citrato de sodio 1 mM, pH 6) e incubandolos en microondas durante 10 minutos a una
temperatura de sub-ebullicion. Posteriormente, para inactivar la enzima peroxidasa enddgena
se incubaron las muestras por 10 minutos en H202 al 3% en PBS y luego se realizaron tres
lavados en PBS de 3 minutos cada uno. Este paso es crucial ya que se utilizaron anticuerpos

secundarios acoplados a peroxidasa, por lo que la actividad de la peroxidasa end6gena debe ser
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agotada. Seguido a eso, se realizo el bloqueo del pegado inespecifico de los anticuerpos con
una solucion de BSA al 2,5% en PBS en camara himeda por 1 hora a temperatura ambiente.
Los anticuerpos primarios fueron preparados en BSA al 2,5% en PBS (Tabla M2) e incubados
en cdmara humeda toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se realizaron tres lavados de 5 minutos,
cada uno con PBS, y se incubaron los vidrios con el anticuerpo secundario anti-Rabbit
biotinilado preparado en BSA al 2,5% en PBS en camara hiimeda a temperatura ambiente por
1 hora. Se realizaron tres lavados de 5 minutos cada uno con PBS. Con el objetivo de amplificar
la sefial resultante se incubaron las muestras con una solucion de un complejo biotina-avidina
unidas a peroxidasa (VECTASTAIN® ABC kit, Vector) en una diluciéon 1:1 en PBS, la cual
se incubo por 30 minutos en camara hlimeda a temperatura ambiente. Luego, se llevaron a cabo
3 lavados de 5 minutos con PBS y se agrego el reactivo DAB durante aproximadamente 1
minuto. E1 DAB es procesado por la peroxidasa unida al complejo, dando un precipitado
marron en el lugar donde se encuentra la proteina de interés. Luego de visualizar la marcacion
deseada se fren6 la reaccion con agua destilada y finalmente se realiz6 una contra-tincién con
hematoxilina (entre 1 a 2 minutos) para tefiir los nucleos celulares. Se procedidé con la
deshidratacion de las muestras con pasajes sucesivos en alcohol con concentracion creciente.
Finalmente, se embebieron los vidrios en xilol y se montaron con balsamo sintético para, luego
de su secado, observar al microscopio 6ptico y tomar las fotografias de los aumentos deseados

como se describid anteriormente.

Como control de la especificidad del anticuerpo secundario, en algunas muestras no se

utiliz6 anticuerpo primario.

Proteina especifica | Concentracion Proveedor del N° de catalogo del
a detectar utilizada del anticuerpo anticuerpo
anticuerpo
ER 1:1000 Santa Cruz #542
PR 1:200 Thermo Fisher RM-9102-S0
Rabbit-FC 1:400 Vectastain Elite PK-6101
ABC-HRP Kit

Tabla M2. Anticuerpos utilizados para los ensayos de IHC.
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XI. Analisis de proteinas por ensayos de Western Blot (WB)
XI. I. Extraccion de proteinas

A partir del tejido mamario conservado a -80°C, se obtuvieron extractos de proteinas
totales. Se utilizo solucion de lisis RIPA (Tris-HCI 20 mM, pH=7.4; EDTA 2mM; NaCl 137
mM; Glicerol 10%; SDS 0,1%; Deoxicolato de Sodio 0,5%; Triton X100 1%) suplementada
con inhibidores de proteasas (Protease inhibitor cocktail set I, Calbiochem, San Diego, CA)y
de fosfatasas (NaF 1mM, glicerolfosfato de sodio 40 mM y Na3VO4 1 mM). De cada muestra
se tomd un trozo de tejido de aproximadamente medio centimetro de didmetro y se lo colocd
en un eppendorf de 2 ml conteniendo 600 pl de la solucion de lisis. Las muestras se
homogeneizaron utilizando Ultraturrax T25 (Ika Labortechnik Staufen, Alemania) realizando
al menos 2 pulsos de 5 seg (colocando las muestras en hielo entre cada pulso, de modo de evitar
el aumento de temperatura) hasta lograr la completa disociacion del tejido. Los extractos se
incubaron 10-20 minutos en hielo y luego se centrifugaron por 30 minutos a 4°C a 12000 rpm.

Posteriormente, se separo el sobrenadante, y este se conservo a -80°C.

XI. II. Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteinas de las muestras se determind mediante el método
Bradford realizando una dilucién 1:10 en PBS a cada muestra y una curva de calibracion con
concentraciones crecientes (1-12 pg/ul) de albimina sérica bovina (BSA, Promega). Se
tomaron 20 pl de cada muestra o punto de la curva y se sembraron en placas de 96 pocillos
(BD) con 200 pl de reactivo de Bradford (Coomasie Blue G250 4%:; Etanol 5%; 4cido fosforico
8,5%). Se midio la absorbancia a 595 nm en un espectrofotometro y se construy¢6 la curva de
calibracion correspondiente graficando la absorbancia en funcion de la concentracion de BSA.
Luego, se tomo la funcién de la curva, que responde a la Ley de Lambert-Beer y se utilizé la
misma para calcular la concentracion de las muestras incognita. Esto es posible si la
absorbancia de las muestras coincide con la zona de linealidad de la curva de calibracion. Para

este trabajo se utilizaron curvas con un R mayor a 0,9.
XI. III. Ensayo de WB

A partir de los extractos proteicos, se tomaron volumenes conteniendo 40-60 pg de

proteinas y se llevaron a un volimen final de 40 ul con PBS 1X. Posteriormente, se agregaron
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a todas las muestras 10 ul de buffer de siembra (Tris-HCI 50mM, pH 6.8; SDS 2%; Glicerol
10%; Azul de Bromofenol 0,006%) y beta-mercaptoetanol 1%. Luego, se incubaron las
muestras durante 10 minutos a 95°C para completar el proceso necesario de desnaturalizacion

de las proteinas.

Se realizaron electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE).
Dependiendo del grado de resolucion deseado entre las proteinas, se realizaron geles de

poliacrilamida (Bio-Rad) de diferente concentracion (entre 10 y 12,5%).

Se sembraron 20 pl de muestra en cada calle del gel, junto con un marcador de peso
molecular conocido (Rainbow marker, GE). Las electroforesis fueron realizadas a voltaje
constante (100V durante aprox. 20 minutos, seguido de 160V por 1 hora y media aprox.), en el

buffer de corrida (Tris-HCI1 25 mM, pH 8.8; Glicina 192 mM; SDS 0.1 %).

Finalizada la corrida, las muestras se transfirieron a una membrana de PVDF (GE
HealthCare), o de nitrocelulosa, mediante una transferencia de tipo himeda. La transferencia
se realizd a amperaje constante (0,3A) durante 1 hora 30min o a voltaje constante (30V) durante
16 horas. Esta ultima se utilizd particularmente para mejorar la transferencia de proteinas de

alto peso molecular, como lo es RET.

Posteriormente, se corroboro la correcta electro-transferencia, las membranas fueron
tefiidas con una solucidn de rojo Ponceau-S (Rojo Ponceau 0,1 %; Acido Acético 5 %). Luego,

se lavaron con agua destilada y posteriormente con TBS-T 0,1% (Tween 0,1% en TBS 1X).

A continuacioén, se bloquearon las membranas durante 1 hora a temperatura ambiente
en leche 5% en TBS-T 0,1%. Las membranas se incubaron durante toda la noche a 4°C en
agitacion con la dilucion deseada de los anticuerpos primarios especificos para las proteinas de

interés (Tabla M3), preparados previamente en leche 5% en TBS-T.

Al dia siguiente se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno en TBS-T. Luego se
incubaron las membranas durante 1 hora a temperatura ambiente con diluciones de los
respectivos anticuerpos secundarios especificos de la especie (porcion FC) del anticuerpo

primario (anti-Rabbit o anti-Mouse segln la especie del anticuerpo primario) preparados en
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leche 5% en TBS-T. Una vez transcurrida esta incubacion, se realizaron 6 lavados de 5 minutos

cada uno con TBS-T.

Finalmente, se realiz6 el revelado del ensayo mediante una reaccidon
quimioluminiscente utilizando el reactivo ECL+PlusSystem (GE HealthCare) y exposicion en

placas radiograficas (Thermo Scientific) a diferentes tiempos (10 seg a 30 seg, 1 min, 5 min,

15 min y 30 min).
Proteina especifica | Dilucion del Proveedor del N° de catalogo del
a detectar anticuerpo anticuerpo anticuerpo
RET 1:1000 Cell Signaling #3223
pY1062RET 1:1000 Santa Cruz #20252
ER 1:1000 Santa Cruz #542
pS118ER 1:1000 Upstate 05-793
pS167ER 1:1000 Santa Cruz #101676
PR 1:1000 Thermo Fisher RM-9102-S0
ERK 1:1000 Cell Signaling #9102
pT202/Y204 ERK 1:1000 Cell Signaling #9101
AKT 1:1000 Cell Signaling #9272
pS473AKT 1:1000 Cell Signaling #9271
STAT3 1:1000 Transduction Lab #610190
pY705STAT3 1:1000 Cell Signaling #9131
Vinculina 1:2000 Santa Cruz #73614
Gapdh 1:2000 Santa Cruz #32233
Rabbit-FC 1:5000 Amersham NA934
Mouse-FC 1:5000 Amersham NA931

Tabla M3. Anticuerpos utilizados en los ensayos de WB.

XI. IV. Cuantificacion de los resultados
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A pesar de que el WB no es el mejor método cuantitativo de los niveles de proteinas,
se decidio igualmente realizar un analisis de densidad de las bandas obtenidas, en el caso de
RET, pY1062RET, pS118ER y pS167ER. Para ello, se llevo a cabo la cuantificacion de las
bandas del WB utilizando el procesador de imagenes ImagelJ. En el caso de RET, se expreso el
resultado como unidades relativas de intensidad de la banda obtenida para RET respecto de la
banda obtenida para Vinculina. En el caso de pY1062RET, se expreso el resultado como
unidades relativas de intensidad de la banda obtenida para pY1062RET respecto de la banda
obtenida para RET total. Tanto la cuantificacion de pS118ER, como la de pS167ER, se expreso
como unidades relativas de intensidad de la banda obtenida para cada una respecto de la banda
obtenida para ER total. En el caso de que una misma muestra se utilizase en distintos blots con

el mismo anticuerpo, para la cuantificacion se eligio el resultado obtenido solo en uno de ellos.
XII. Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados se realiz6 utilizando el programa GraphPad
Prism 7. Los resultados se expresan como la media + error estandar de la media. Para las
comparaciones realizadas entre dos grupos (como en el caso de las cuantificaciones realizadas
de los WB, la frecuencia tumoral y el peso de los ratones) se realizo la prueba t de Student,
posteriormente a la corroboracion de la distribucion normal de los datos. Para los anélisis de
contingencia (como en el caso de la incidencia tumoral y la incidencia de metéstasis) se realizo

la prueba de Fisher. Se consideraron significativas las diferencias de p < 0,05.
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Resultados

49



Impacto de la longevidad del tejido

de la glandula mamaria en las lesiones
neoplasicas inducidas por el receptor RET
M. Clara de los Santos

Parte |

Evaluacion del impacto de la longevidad
en el proceso tumorigénico inducido por
RET en la glandula mamaria
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En esta primera parte del trabajo (Parte I) nos propusimos estudiar el efecto de la
longevidad en el desarrollo de lesiones neoplasicas y/o tumores inducidos por RET, utilizando

el modelo de raton bitransgénico Ret/MTB.

I. I. Preparacion de los grupos experimentales de hembras jovenes y longevas en

el modelo de raton transgénico Ret/MTB.

Como se mencion6 previamente, utilizando este sistema de raton transgénico Ret/MTB,
nuestro grupo demostré que la expresion del RET humano en el epitelio de las glandulas
mamarias de ratones hembra FVB/N genera hiperplasias al cabo de 2 meses y luego, a partir
de los 4 meses de sobre-expresion cronica del transgén, genera tumores mamarios del tipo
luminal ER+PR- (Gattelli et al., 2018). Dado que estos resultados fueron obtenidos utilizando
hembras adultas jovenes; en un rango de 3 a 6 meses de edad, en este trabajo nos propusimos
evaluar el desarrollo tumoral inducido por RET en hembras longevas. Utilizamos ratones

hembra virgenes de entre 8 y 12 meses de edad como grupo longevo.

En primer lugar, se corroboraron los genotipos de los animales transgénicos del sistema
Ret/MTB que se utilizaron en los grupos experimentales y control (Figura R1). Para ello, se
extrajo DNA gendmico de muestras de tejido de cartilago de orejas de cada uno de los ratones.
Luego, se procedid a realizar una reaccion de PCR de punto final con primers especificos
especialmente disefiados para detectar la secuencia MTB o bien la secuencia del transgén Ret
(Gattelli et al., 2018). Utilizamos tres grupos de hembras: un grupo de hembras jovenes
bitransgénicas Ret/MTB; un grupo de hembras longevas bitransgénicas Ret/MTB, y un grupo
control de hembras longevas no transgénicas (nombradas como -/-). Agregamos ademés como
control adicional un grupo de hembras simple transgénicas que llevan solo el transgén (Ret/-)
o la secuencia MTB (MTB/-); estas muestras se utilizaron como control positivo de Ret (y

negativo para MTB) o como control positivo de MTB (y negativo para Ret), respectivamente.

51



Impacto de la longevidad del tejido

de la glandula mamaria en las lesiones
neoplasicas inducidas por el receptor RET
M. Clara de los Santos

Joven Longeva

pb \q _Ret/MTB  Longeva -/~ Ret/MTB  Ret/- MTB/- H20

- Ret

400-l4 - MTB
300-

200-

Figura R1. Determinacion del genotipado de los ratones hembra transgénicos del sistema
Ret/MTB utilizados en los sucesivos experimentos. En muestras de DNA gendmico de los
animales, se verifico la presencia del transgén Ret y de MTB en las hembras Ret/MTB (longevas y
jovenes), y la ausencia de ellos en las longevas -/-. Se muestra una imagen representativa del
producto de PCR obtenido y analizado en gel de agarosa con BrEt. La presencia/ausencia y tamano
de las bandas correspondientes se corroboraron mediante controles positivos para Ret (Ret/-) y
MTB (MTB/-) y el agregado de un marcador de peso molecular (M), respectivamente. Como
control negativo se utilizé una muestra sin DNA gendmico, reemplazada por agua (H20).

Por otro lado, previo a comenzar el experimento, se analiz6 el estado del ciclo
reproductivo en las hembras jovenes y longevas, para constatar que las hembras longevas
representen un estado similar al de mujeres post- o peri-menopausicas (Figura R2). Para ello,
durante 4-5 dias consecutivos se analiz6 la tipologia de las células epiteliales del canal vaginal
a ambos grupos por frotis, siguiendo protocolos previamente descriptos (McLean, A.C., et al,

2012).
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Figura R2. Evaluacion de la tipologia de extendidos vaginales de los ratones hembra
utilizados en los sucesivos experimentos. Durante 4 dias consecutivos, las células fueron
visualizadas por tincion con cristal violeta luego de su fijacion. El estudio incluy6 hembras jovenes
de 2-4 meses y hembras longevas de 8-12 meses, tanto transgénicas como no transgénicas en ambos
casos. La proporcion de los distintos tipos de células (leucocitos, escamosas y nucleadas) presentes
en el frotis permite identificar cada etapa del ciclo reproductivo (proestro, estro, metaestro y
diestro). Las hembras longevas presentaron ciclos de mayor duracion o no-fluctuantes en el tiempo
estudiado. En la figura se muestran fotos representativas del andlisis de los extendidos vaginales
de una hembra longeva no-fluctuante y una hembra joven.

El ciclo reproductivo murino en hembras jovenes suele durar 4 dias y se divide en 4
etapas: proestro, estro, metaestro y diestro. Las fluctuaciones definidas en los niveles de
distintas hormonas inducen la transicion de una etapa reproductiva a la siguiente, y los cambios
en la tipologia celular dentro del canal vaginal murino reflejan estos eventos endocrinos
subyacentes (Figura M3). El proestro se caracteriza por predominancia de células epiteliales

nucleadas, redondas y bien formadas. Durante el estro, las células son predominantemente
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células epiteliales escamosas cornificadas, presentes en conglomerados densamente
empaquetados. En metaestro pueden observarse algunas células escamosas cornificadas, a
menudo en fragmentos, pero predominan los leucocitos pequefios y tefiidos de color oscuro.
Finalmente, durante el diestro, los linfocitos siguen predominando, y comienzan a aparecer
células epiteliales nucleadas (McLean, A.C. et al, 2012). La evaluacién diaria de la tipologia
de las células epiteliales vaginales nos permitié discriminar claramente hembras jovenes de
aquellas a las que consideramos longevas en nuestros experimentos. En la evaluacion del ciclo
reproductivo de las hembras utilizadas, observamos que las hembras jovenes fluctuaban entre
las 4 etapas reproductivas al cabo de 4 dias, mientras que las hembras longevas presentaban
ciclos reproductivos de mayor duracion o incluso no fluctuantes, ya que no se observaron
cambios en la tipologia celular en el tiempo estudiado (Figura R2). Si bien no medimos los
niveles de las hormonas sexuales circulantes, especulamos que el aletargamiento del ciclo
reproductivo del grupo de hembras longevas se debe a una disminucion de los estrogenos,
siendo éstas las caracteristicas reportadas en la bibliografia para definir animales longevos
(Nelson, J. F. etal., 1982; Liu et al., 2022). No se observaron cambios en el ciclo reproductivo
entre longevas transgénicas (Ret/MTB) y no-transgénicas (-/-), asi como tampoco entre jovenes
transgénicas y no-transgénicas, por lo que descartamos la posibilidad de que el transgén este

influyendo en el ciclo reproductivo.

Una vez establecidos los grupos experimentales y control, longevas y jovenes, se
procedio con la realizacion de los experimentos de induccion tumoral en el sistema transgénico

Ret/MTB.

I. II. Estudio del desarrollo y progresion tumoral de lesiones inducidas por RET
en el sistema transgénico Ret/MTB en hembras jovenes y longevas

Con el objetivo de estudiar el impacto de la utilizacion de hembras longevas en la
generacion de tumores por expresion cronica de RET, procedimos con la induccién de RET en
el sistema transgénico Ret/MTB en 3 grupos de ratones definidos como se describio
anteriormente: un grupo de hembras jovenes (2-4 meses) bitransgénicas Ret/MTB; un grupo
de hembras longevas (8-12 meses) bitransgénicas Ret/MTB, y un grupo control de hembras
longevas no transgénicas (-/-) (Figura R3 A). A lo largo de los 7 meses de induccion, mediante

la ingesta ad libitum de DOX contenida en el agua de bebida, se monitored semanalmente a los
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animales (1 vez por semana) para detectar la aparicion de tumores y registrar el crecimiento
tumoral. Una vez transcurridos los 7 meses, o una vez que el tamafio tumoral superase los
1500mm? de volumen aproximadamente, los animales fueron sacrificados. De todos los
animales utilizados, se extrajeron tanto los tumores (si los hubiese) como las glandulas
mamarias. Se almacend y prepard el material para posterior analisis. Se verifico el correcto
funcionamiento del sistema (Figura R3 B), esto es expresion del transgén, en los grupos de
hembras experimentales por presencia de niveles elevados de la proteina RET en glandulas
mamarias de hembras bitransgénicas Ret/MTB (R/M) (jovenes y longevas) y la ausencia de

¢ésta en el grupo control de hembras longevas no transgénicas (-/-).

De acuerdo con lo esperado, el grupo control (-/-) no desarrolld tumores, mientras que
detectamos generacion de tumores en los grupos bitransgénicos Ret/MTB (Figura R3 C). No
se observaron diferencias respecto de la latencia tumoral y tampoco de las pendientes de las
curvas de crecimiento de tumores entre el grupo de ratones hembra Ret/MTB jovenes y

longevas.

Es importante aclarar que, en la primera réplica del experimento, solo una hembra
Ret/MTB longeva desarrollé tumor. Luego, se decidio repetir el experimento, aumentando el
numero de animales en cada grupo para obtener un analisis mas robusto en ambos grupos. Los
resultados que se presentan a continuacion corresponden a la suma de los datos obtenidos en

cada experimento.
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Figura R3. Experimento de induccion tumoral en hembras jovenes y longevas en el sistema
transgénico Ret/MTB: diseiio experimental, curvas de crecimiento tumoral y frecuencia de
tumores generados. A. Disefio experimental: en 2 experimentos de induccion cronica de RET
independientes, grupos de hembras transgénicas Ret/MTB jovenes (2-4 meses de edad) (total
n=13), grupos de hembras transgénicas Ret/MTB longevas (8-12 meses de edad) (total n=9) y un
grupo de hembras longevas no transgénicas (8-12 meses de edad) (total n=4) fueron administradas
con DOX y monitoreadas durante 7 meses. Al finalizar este periodo se procedio con las autopsias
y la recoleccion de tejido para su posterior analisis. B. Control del funcionamiento del sistema
transgénico: se muestra un ensayo representativo de WB realizado con lisados de muestras de
glandulas mamarias provenientes de los ratones utilizados en el experimento en las condiciones
indicadas. Mientras las hembras bitransgénicas (R/M) expresan el transgén, no se detecta RET en
las no transgénicas (-/-). C. Curvas de crecimiento tumoral: se muestran los resultados obtenidos
del crecimiento tumoral de los tumores generados en los 2 experimentos independientes:
experimento 1 (linea continua) y experimento 2 (linea discontinua). D. Frecuencia tumoral: se
muestra el grafico de barras representando la multiplicidad de tumores por animal obtenida en los
grupos de hembras jovenes y longevas. Aclaracion: en el grupo de longevas Ret/MTB, si bien
hubieron 5 animales que desarrollaron tumor, solo se pudo evaluar el nimero de tumores por animal
en 4 de ellos, dado que un animal se extravio en el transcurso del experimento. El andlisis
estadistico se realizd mediante prueba t de Student. ns: no significativo.

Durante las autopsias, se registré tanto la frecuencia tumoral por animal, representado
por el nimero (#) promedio de tumores presentado por cada animal (Figura R3 D), asi como
también la incidencia tumoral de cada grupo, esto es la cantidad de animales que presentaron

al menos un tumor respecto del total de animales utilizados en el experimento (Tabla R1). En
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ambos casos, no se registraron diferencias significativas entre los grupos de hembras jovenes
y longevas transgénicas. Por otro lado, se observo una diferencia significativa en la incidencia

tumoral al comparar jovenes transgénicas con el grupo control de longevas no transgénicas.

Joven Longeva Longeva
Ret/MTB Ret/MTB -/-

(n=13) (n=9) (n=4)
Incidencia tumoral (# de 9/13 5/9 0/4
animales con al menos un (69,23%) (55,55%) (0%)
tumor/ # total de animales)

ns ns
*

Tabla R1. Resultados de incidencia tumoral. Hembras transgénicas (Ret/MTB), o no-
transgénicas (-/-), jovenes (2-4 meses) y longevas (8-12 meses), se trataron con DOX durante 7
meses. Pasados los 7 meses, se autopsiaron todos los animales y se registro la incidencia tumoral
de cada grupo. La estadistica se evalu6 mediante la prueba de Fisher. *p-val<0,05. ns: no
significativo.

A lo largo del experimento, mediante la utilizacion de una balanza, se registro6 el peso
total corporal de los animales utilizados, transgénicos y no transgénicos. Al inicio del
experimento, los ratones hembra longevos tienen un peso promedio que duplica al de las
hembras jovenes y es significativamente mayor (Figura R4 A-B). Durante la experimentacion,
mientras se observd un aumento paulatino significativo del peso corporal de las hembras
jovenes lo largo de los meses, el peso de las hembras longevas se mantuvo constante (Figura
R4 A). Estos resultados sugieren que el aumento de peso registrado podria ser consecuencia
del efecto del envejecimiento natural de los animales utilizados. Al cabo de los 7 meses, no se
registraron diferencias significativas entre los grupos en el peso promedio. Si bien en este
trabajo no exploramos las consecuencias de esta observacion, seria interesante en un futuro

evaluar la relacion entre la obesidad y el desarrollo de tumores inducidos por RET.
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Figura R4. Registro de peso de ratones hembra longevas y jovenes a lo largo del experimento
de induccion en el sistema Ret/MTB. A. Medidas del peso total promedio de ratones hembra
jovenes y longevas (transgénicas Ret/MTB o no transgénicas -/-) a lo largo del experimento. Los
p-valores fueron calculados mediante prueba t de Student. ***p-val<0,001; **p-val<0,01; *p-
val<0,05. B. Foto representativa de raton hembra joven y longeva.

Dado que el pulmon es uno de los sitios principales blancos de metastasis en el cancer
de mama (Jin et al., 2018, Medeiros & Allan, 2019), los pulmones de cada uno de los animales
fueron escindidos y conservados en solucion de Bouin, la cual permite la sencilla visualizacion
de focos metastasicos (blancos) sobre la superficie de los lobulos pulmonares tefiida en
amarillo. Posteriormente, por observacion bajo lupa se registré la presencia de focos
metastasicos (Figura R5 y Tabla R2). El modelo de tumores Ret/MTB no ha sido reportado
como metastasico (Gattelli et al., 2018) y, en esta instancia, no encontramos aumento de la

incidencia metastasica con la longevidad de las hembras portadoras de tumores.
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Figura RS. Evaluacion de focos metastasicos en el experimento de induccion en el sistema
Ret/MTB. Se muestran fotos representativas de focos metastasicos (flechas negras) sobre uno de
los 16bulos de pulmon de animales bitransgénicos (Ret/MTB) hembras jovenes y longevas. Luego
de transcurridos los 7 meses de induccion con DOX y efectuadas las autopsias, el pulmon fue fijado
con solucion de Bouin (amarillo) y observado bajo lupa para la deteccion de potenciales focos
metastasicos (puntos blancos).

Joven Longeva
Ret/MTB Ret/MTB
(n=9) (n=4)
Incidencia de metastasis (# de 4/9 1/4
animales con al menos un foco (44,44%) (25%)
metastasico en pulmon/ # de —

animales con al menos un tumor)

Tabla R2. Resultados de incidencia de metastasis. Hembras transgénicas (Ret/MTB), o no-
transgénicas (-/-), jovenes (2-4 meses) y longevas (8-12 meses), se trataron con DOX durante 7
meses. Pasados los 7 meses, se autopsiaron todos los animales y se registrd la presencia de
metastasis en pulmon en cada grupo. La incidencia de metastasis se calculé como el nimero de
animales con al menos un foco metastasico, sobre el nimero de animales con al menos un tumor.
El andlisis estadistico se realizo mediante la prueba de Fisher. Aclaracion: en el grupo de longevas
Ret/MTB, si bien hubieron 5 animales que desarrollaron tumor, solo se pudo evaluar la incidencia
de metéstasis en 4 de ellos, dado que un animal se extravio en el transcurso del experimento. ns:
no significativo.
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I. III. Analisis de las caracteristicas de los tumores Ret/MTB generados en
hembras jovenes respecto de hembras longevas.

En esta seccion presentaremos unicamente los resultados obtenidos en la primera
réplica del experimento en el modelo transgénico Ret/MTB, sin incluir los de su repeticion
posterior. Debido a la larga duracion que implica la realizacion de cada experimento (7 meses),

las muestras de la segunda réplica experimental atin no han sido analizadas.

Primero, para observar las caracteristicas morfologicas generales, se realiz6 una tincion
de H&E sobre cortes de los tumores proveniente tanto de ratones hembra transgénicas jovenes
como longevas. Los tumores muestran una histopatologia similar para ambos grupos: tumores
solidos, con regiones de fibrosis (f) mayormente en los conductos adyacentes o bien en los

limites del tumor, y tejidos adiposo adyacente (AT) ligeramente modificado (Figura R6).

Tumores Ret/MTB

H&E

Joven

Longeva

Figura R6. Morfologia de los tumores generados en el sistema Ret/MTB. Se muestran fotos
representativas de tincion de H&E sobre cortes histologicos de tumor mamario y tejido adyacente
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proveniente de ratones hembra Ret/MTB jovenes y longevas que fueron tratadas con DOX por 7
meses. T: Tumor, AT: Adipose tissue, D: conducto, f: fibrosis.

Luego, para estimar el subtipo de los tumores, se realizaron ensayos de IHC sobre cortes
de los tumores de ambos grupos con anticuerpos especificos para evaluar la expresion de los
receptores hormonales ER y PR (Figura R7 A-B). Como control positivo de la expresion de
ambos receptores, se incluyeron regiones con presencia de conductos mamarios adyacentes al
tumor, en donde se observan nucleos positivos para ER y PR. Como control negativo y
determinacion de la tincidn inespecifica del anticuerpo secundario (background), se realizd un

ensayo en las mismas condiciones, pero sin anticuerpo primario (Figura R7 A).
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Figura R7. Caracterizacion de subtipo tumoral mamario de los tumores generados en el
sistema Ret/MTB. A-B. Se muestran fotos representativas correspondientes a ensayos de IHC
especificos para ER y PR sobre cortes histologicos de tumor mamario y tejido adyacente
proveniente de ratones hembra Ret/MTB jovenes y longevas que fueron tratadas con DOX por 7
meses. No Ab: sin anticuerpo primario (control), T: Tumor, AT: Adipose tissue, D: conducto, f:
fibrosis.

Como se describi6 previamente, la induccion de la expresion de RET en el sistema de
raton bitransgénico Ret/MTB genera tumores luminales de tipo ER+PR- (Gattelli et al., 2018).
A través de las inmunotinciones especificas, se comprob6 que tanto las hembras jovenes como

longevas desarrollaron tumores del tipo luminal ER+PR-. La presencia de la tincion nuclear de
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ER sugiere la potencial fosforilacion de este receptor, pero pone en duda su actividad debido a

la tincion negativa observada para PR.

Para profundizar el analisis de las caracteristicas de los tumores, se realizaron ensayos
de WB sobre lisados de tejido tumoral provenientes de hembras jovenes y longevas (Figura
R8). En este ensayo, se analiz6 tanto la expresion de RET, para comprobar su sobre-expresion,
asi como también los niveles de efectores rio abajo de su via de sefializacion. Para ello, se
utilizaron anticuerpos especificos para detectar las proteinas en sus formas fosforiladas y en
sus formas totales. Como control de carga de los WB, se utilizo la deteccion de proteinas como
tubulina o vinculina. Ademas, como control, se compararon los tumores con lisados de
glandula mamaria proveniente de hembras longevas no transgénicas (-/-) también bajo
tratamiento con DOX, y otras muestras provenientes de hembras jovenes -/- sin tratar, es decir

que no fueron tratadas con DOX.

En todos los tumores analizados se pudo corroborar la alta expresion del transgén RET
(Figura R8 A), indicando el funcionamiento del sistema Ret/MTB. Ademas, en los tumores se
observd una activacion de STAT3, evidenciada por aumento en la fosforilacion de la tirosina
705 (pY705STAT3), en comparacion a las muestras de glandulas mamarias de los grupos
control (Figura R8 B), consistente con la activacion de RET. También se analiz6 la activacion
de la via de ERK y de AKT en los sitios de fosforilacion indicados. Se analizaron los niveles
de fosforilacion en S118 del ER (pS118ER) y la expresion de ER total (Figura R8 A). No se
encontraron diferencias distinguibles sobre estos marcadores entre los distintos grupos de
tumores analizados. De este modo, los tumores provenientes de hembras jovenes y longevas
presentaron caracteristicas similares respecto a la expresion de las proteinas de sefalizacion
analizadas, lo que sugiere que no hay diferencias entre los tumores desarrollados por ambos
grupos. Cabe destacar que, al momento del andlisis, se incluyd una muestra de tumor de una
unica hembra longeva, siendo el tnico obtenido en la primera réplica del experimento. Con el
objetivo de aumentar el nimero de muestras analizadas y permitir un anélisis mas completo de
las caracteristicas de los tumores en ambos grupos, en un futuro, se incorporaran las muestras
de los tumores de las hembras longevas adicionales que surgieron en la segunda réplica del

experimento.
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Figura R8. Analisis de proteinas de sefializacion rio debajo de RET en tumores generados en
hembras jovenes y longevas en el sistema Ret/MTB. A-B. Lisados proteicos de muestras de
tumores provenientes de hembras transgénicas (Ret/MTB) jovenes (Joven) o longevas (Long.)
tratadas con DOX durante 7 meses fueron analizados por WB. Como control, se analizaron lisados
de glandulas mamarias provenientes de hembras longevas no transgénicas (-/-) también tratadas
con DOX durante 7 meses (+), y hembras jovenes -/- que no fueron tratadas con DOX (-). Se
evaluaron los niveles de RET en todas las muestras, asi como también los niveles de efectores rio
abajo de su via de sefializacion (ER /STAT3 / ERK / AKT). Vinculina fue utilizada como control
de carga. Se indican los pesos moleculares en kDa.

STAT3
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Por ultimo, observamos que las muestras de tejido de glandulas mamarias longevas
exhiben niveles altos de pS118ER comparables a los tumores (Figura R8 A). Debido a las
observaciones respecto del ER, decidimos llevar a cabo un analisis adicional de WB sobre el

tejido mamario murino.

Se obtuvieron extractos de proteinas totales a partir de las muestras de las glandulas
mamarias provenientes de las hembras de cada uno de los grupos indicados. Se corroboré la
presencia del transgén RET en los animales bitransgénicos Ret/MTB (Figura R9). Asi, los
animales transgénicos mostraron una alta expresion de RET en los lisados de glandula
mamaria, en comparaciéon a los animales no transgénicos. Estos resultados nos permiten
corroborar el buen funcionamiento del sistema transgénico Ret/MTB utilizado, el cual indica
una expresion de RET inducible por DOX en glandulas mamarias de los ratones transgénicos,

tanto en hembras jovenes como longevas.

Glandula mamaria (+DOX)
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Figura R9. Anailisis de la activacion de ER en glindulas mamarias de hembras jovenes y
longevas en el sistema Ret/MTB. Particularmente, se realizé el andlisis de la activacion de ER
mediante ensayo de WB sobre lisados de glandulas mamarias provenientes de hembras virgenes
bitransgénicas (R/M), o no transgénicas (-/-), jovenes y longevas, luego de su tratamiento por 7
meses con DOX (+). Vinculina fue usada como control de carga. Se indican los pesos moleculares
en kDa.
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Resulto llamativa la ausencia de RET en 2 muestras de tejido mamario proveniente de
las hembras jovenes transgénicas. Sin embargo, ya lo hemos observado en estudios previos.
Debido a la heterogeneidad del tejido mamario, esta ausencia es probable que se deba a un bajo
contenido de células epiteliales (células que expresan RET) en la muestra de tejido glandular
analizado (tejido epitelial inmerso en abundante tejido estromal, mayormente adiposo). Por
otro lado, observamos que las hembras longevas no transgénicas presentaron niveles bajos pero
detectables de RET, sugiriendo, una cierta expresion de RET endogeno en estos tejidos. Este

punto sera evaluado con mas profundidad en la siguiente seccion de la tesis.

Al analizar el grado de fosforilacion de la pS118ER en las glandulas mamarias de los 3
grupos experimentales (Figura R9), interesantemente, se observo que las hembras longevas
(tanto transgénicas como no transgénicas) mostraron un mayor nivel de fosforilaciéon del ER
que las hembras jovenes. Este resultado nos despertd especial interés, con lo que decidimos

profundizar el analisis de tejido mamario en etapa de longevidad.
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Parte 11

Estudio de las caracteristicas del tejido
mamario en longevidad:

RET y sus vias de senalizacion.
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Utilizando el sistema de raton transgénico Ret/MTB, estudiamos las consecuencias de
inducir la expresion del oncogén RET en la glandula mamaria de ratones hembra longevos en
comparacion con ratones hembra jovenes. Hasta el momento del analisis, no hemos encontrado
diferencias significativas entre los grupos, sin embargo, el andlisis del tejido mamario en

longevidad arrojo ciertas caracteristicas que abordaremos en esta segunda parte (Parte II).
II. 1. Cambios en la morfologia de las glandulas mamarias en longevidad.

La glandula mamaria atraviesa multiples cambios conforme avanza la edad del
organismo. Contamos en el laboratorio con una coleccion previamente generada de tejido
mamario de ratones hembra no transgénicos (WT) de la cepa FVB/N en distintos estadios del
desarrollo. Con el fin de evaluar la morfologia de las glandulas mamarias de hembras longevas
(8-12 meses) en comparacion con hembras jovenes (2-4 meses), se analizaron cortes
histologicos del tejido mamario. Dichos cortes fueron tefiidos con de H&E y se los observo al

microscopio optico (Figura R10).
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Figura R10. Morfologia de glandulas mamarias de hembras longevas y jévenes FVB/N WT.
Se muestran imagenes representativas de cortes histologicos de tejido mamario proveniente de
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hembras FVB/N no transgénicas tefiidos con H&E. Virgenes jovenes (2-4 meses) y longevas (10-
12 meses). D: conducto, f: fibrosis, AT: adipose tissue.

Se observo que las glandulas mamarias provenientes de las hembras longevas
presentaban caracteristicas distintivas comparadas a las provenientes de hembras jovenes.
Entre estas observaciones destacamos un agrandamiento de los ductos mamarios, fenomeno
conocido como ectasia ductal, exhibiendo un alto contenido de fibrosis circundante a los
mismos. Ademas, en el estroma, observamos un aumento en el tamafo de los adipocitos
mamarios y/o pérdida de integridad de la membrana de estas células en las glandulas mamarias
de las hembras longevas (Figura R10). La ectasia ductal, el aumento de la fibrosis y el
incremento en el tamafio de los adipocitos son caracteristicas comunmente reportadas en la
bibliografia asociadas al envejecimiento de la glandula mamaria en mujeres (lyengar et al.,

2015; Haagensen, 1951).

I1. II. Cambios en los niveles de fosforilacion del ER y otros efectores de la via de

sefializacion de RET en tejido mamario en longevidad.

Debido a que niveles altos de pS118ER fueron detectados en las glandulas mamarias
de hembras longevas transgénicas del sistema Ret/MTB (Figura R9), analizamos tejido
glandular en mayor profundidad de hembras FVB/N no transgénicas. Para ello, se realizaron
ensayos de WB con anticuerpos especificos para detectar la fosforilacion de S118 y S167 del
ER sobre lisado proteico de tejido mamario proveniente de hembras longevas (10-12 meses) y
jovenes (2-4 meses) (Figura R11 A). Mientras no se observaron diferencias claras en los
niveles de expresion de las proteinas totales ER y PR, las glandulas mamarias longevas
presentaron un aumento significativo en los niveles de fosforilacion en S118 del ER, asi como
también incremento en los niveles de fosforilacion de S167 del ER (Figura R11 A-B), como
lo indican sus respectivas cuantificaciones, sugiriendo la activacion de ER atn en animales con

defectos en su ciclo estral.
Como se describio previamente, la activacion de RET lleva a la activacion por

fosforilacion en sitios especificos de diversas proteinas rio abajo, incluyendo ER y STAT3

(Gattelli et al., 2018; Gattelli et al., 2013, Plaza-Menacho et al., 2011). Se analizaron

69



Impacto de la longevidad del tejido

de la glandula mamaria en las lesiones
neoplasicas inducidas por el receptor RET
M. Clara de los Santos

adicionalmente los niveles de fosforilacion de STAT3; los cuales mostraron un aumento en los

tejidos longevos (Figura R11, A-B).
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Figura R11. Analisis de la activacion de proteinas de sefializacion rio abajo de RET en
glandulas mamarias de hembras jovenes y longevas FVB/N WT. A. Se analizaron por WB las
proteinas indicadas sobre lisados obtenidos de tejido mamario de hembras virgenes FVB/N jovenes
(2-4 meses) y longevas (10-12 meses), utilizando anticuerpos especificos. Se evaluaron los niveles
de pS167/pS118 ER y pY705 Stat3 como efectores rio abajo de la activacion de RET. Vinculina
fue usada como control de carga. Se indican los pesos moleculares en kDa. B. Se muestra en
graficos de barra la cuantificacion correspondiente a la expresion de pS118ER/ER, pS167ER/ER y
pY705Stat3/Stat3 mediante /mageJ. Las diferencias se evaluaron estadisticamente mediante la
prueba t de Student. *p-val<0,05
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Resultados previos de nuestro grupo demostraron que los niveles de expresion de RET
endogeno de las glandulas mamarias de hembras virgenes jovenes suelen ser bajos, mientras
que, por otro lado, las glandulas mamarias lactantes tienen niveles altos de este receptor y en

su forma activa fosforilada (Vallone et al., 2022).

Interesantemente, al analizar la fosforilacién del receptor RET respecto su proteina
total, se observo una diferencia significativa entre ambos grupos estudiados. Las glandulas
mamarias provenientes de hembras longevas presentan un aumento en la fosforilacion de la
isoforma completamente glicosilada de RET (reportada por la banda de aproximadamente 175
KDa; siendo la banda de aproximadamente 150 KDa la forma parcialmente glicosilada
(Richardson et al., 2012)), en comparacion a las glandulas mamarias de hembras jovenes
(Figura R12 A-B). Esta isoforma completamente glicosilada es la que se encuentra en la
membrana de las células, y, por ende, su fosforilacion indicaria que se encuentra en un estado
de sefalizacion activa. Por otro lado, el andlisis de la expresion de RET endogeno en los tejidos
mamarios de hembras virgenes longevas reveld que algunas muestras presentaron un

incremento en los niveles del receptor (Figura R12 C-D).
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Figura R12. Analisis de la expresion/activacion de RET en glindulas mamarias de hembras
jovenes y longevas FVB/N WT. A. Mediante ensayo de WB sobre lisados de glandulas mamarias
provenientes de hembras virgenes FVB/N jovenes (2-4 meses) y longevas (10-12 meses) se evalu6
la expresion de pY1062RET y RET endégeno utilizando anticuerpos especificos. En este caso
Gapdh fue utilizada como control de carga y tejido proveniente de glandula mamaria lactante (Lac)
fue usado como control positivo de la expresion de RET (Vallone et al., 2022). Las flechas negras
sefalan las isoformas completamente glicosiladas (aproximadamente 175kDa) y parcialmente
glicosilada (aproximadamente 150kDa) (Richarson et al., 2012) y activas de RET, y el * indica la
banda inespecifica reportada (Gattelli et al., 2013). B. Los graficos de barra muestran la
cuantificacion de la expresion de pY 1062RET/RET. C. Se muestra la evaluacion de la expresion
de RET endogeno en las glandulas mamarias de hembras jovenes y longevas mediante WB,
tomando un mayor nimero de muestras. Se utilizd Vinculina o Tubulina como control de carga. D.
Se muestra la cuantificacion de la expresion de RET/Vinculina. Todas las cuantificaciones sobre
los blots se realizaron mediante /mageJ. Se indican los pesos moleculares en kDa. Las diferencias
fueron evaluadas estadisticamente mediante la prueba t de Student.

En resumen, los tejidos de glandulas mamarias de ratones hembra longevas presentaron
un aumento significativo en los niveles de fosforilacion ER, asi como también un aumento de
los niveles de fosforilacion de STAT3, ambos efectores rio debajo de RET, lo cual es
consistente con el aumento de la actividad de RET observada en los tejidos mamarios longevos.
Estos resultados, sugieren que las glandulas mamarias provenientes de hembras longevas
presentan mayor activacion de la via de senalizacion de RET, abriendo asi un nuevo campo de

investigacion.
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Conclusiones y
Discusion

73



Impacto de la longevidad del tejido

de la glandula mamaria en las lesiones
neoplasicas inducidas por el receptor RET
M. Clara de los Santos

La mayoria de los canceres se manifiestan en personas mayores de 60 afios. En
consecuencia, a medida que la poblacion global envejece, el cancer se esta convirtiendo en un
problema relevante para la salud publica. Sin embargo, en las investigaciones se ha ignorado
en gran medida la contribucion del envejecimiento a las sefiales oncogénicas, y la mayoria de
los estudios preclinicos se realizan en ratones adultos jovenes, esto es ratones que tienen en
general entre 2 a 4 meses de edad, en lugar de utilizar ratones mayores que reflejen una edad
adecuada para modelar esta enfermedad. El laboratorio de investigacion en donde se realizo
este trabajo de tesis estudia el cancer de mama. La incidencia de cancer de mama correlaciona
positivamente con la edad de las mujeres que lo padecen, siendo mas frecuente en
postmenopausia, esto es en mujeres mayores de 50 afios. Desde hace varios afos, utilizando
tanto cultivo celular como modelos preclinicos, nuestro grupo ha estudiado en particular la
funcion del receptor RET como oncogén en células epiteliales mamarias. En esta tesis,

exploramos el impacto del envejecimiento en tumores mamarios inducidos por RET.

El primer desafio en este trabajo fue establecer el grupo experimental de ratones hembra
de edad avanzada que sea representativo de envejecimiento. Los cambios relacionados con la
edad en la mama humana ocurren durante la perimenopausia (Mori et al., 2018). En este trabajo
utilizamos ratones hembra de background genético FVB/N de entre 8 y 12 meses de edad,
longevos en condiciones naturales, que corresponderian al estado de perimenopausia en la
mujer (45-55 afios) (Diaz Brinton, 2012; Flurkey et al., 2007, Finch et al., 1984). Este fue
definido como el grupo longevo en contraposicion con el grupo control de hembras jovenes
(de 2-4 meses de edad), el cual corresponderia a la etapa de adultez temprana en el humano
(20-30 anos) (Flurkey et al., 2007). Igualmente, resulta importante destacar que el hecho de
que los roedores longevos, aunque presenten disminucion de los niveles de estrogenos
circulantes, pueden continuar ovulando y ciclando, limita a los investigadores a la hora de
modelar las condiciones peri y postmenopausicas (Finch et al., 1984, Nelson et al., 1982). Una
alternativa es utilizar la menopausia inducida por cirugia y tratamientos quimicos en ratones.
Por ejemplo, un procedimiento podria ser la remocion de los ovarios, ovariectomia (OVX)
(Finch et al., 1984), que reduce rapidamente los niveles de 17B-estradiol (estrégenos) y detiene

el ciclo sexual.
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Si bien muchos estudios sobre envejecimiento se basan en inducir envejecimiento
artificialmente (mediante OVX, por ejemplo), se ha postulado que este enfoque podria no
reflejar lo que ocurre en un organismo envejecido de manera natural, ya que los factores
secretados, por ejemplo, por las células senescentes, inducidas o naturales, varian
considerablemente (Fane and Weeraratna, 2020). Una de las ventajas de nuestro modelo es
que, aunque requiere mas tiempo para recolectar animales de edad avanzada, el microambiente
envejecido se desarrolla de forma natural, lo que podria representar mas adecuadamente los

cambios del proceso de envejecimiento.

Es relevante sefalar que, en este trabajo, la disminucion de los niveles circulantes de
estrogenos no fue corroborada. Sin embargo, el anlisis de la tipologia de las células del epitelio
vaginal permiti6 verificar el detenimiento o aletargamiento del ciclo estral en el grupo longevo
(Figura R2). En estudios futuros seria necesario confirmar los niveles de estrogenos
circulantes, pero también locales, ya que investigaciones han sugerido que, aunque los niveles
circulantes disminuyen, el microambiente mamario envejecido podria presentar un aumento en
la produccion local de estrogenos dado por un aumento tisular de la enzima responsable de su

biosintesis denominada aromatasa (Yiang et al., 2022; Iyengar et al., 2015).

A lo largo de todo el trabajo de tesis se compararon los resultados entre los grupos de
hembras FVB/N longevas y jovenes (no transgénicas y transgénicas). En un futuro podria
extrapolarse el estudio a otras cepas murinas, ya que existen algunas variaciones reportadas

entre las cepas respecto del ciclo estral (Mori et al., 2018).

En el modelo transgénico Ret/MTB, la inducciéon del transgén RET en el tejido
mamario fue similar entre los grupos de hembras longevas y jévenes, validando nuestro modelo
de estudio para este trabajo (Figura R3 B). Previo al comienzo de la induccion del sistema
transgénico Ret/MTB se registro que las hembras longevas tenian un peso corporal promedio
que duplicaba al de hembras jovenes. A lo largo del tiempo experimental, el peso promedio de
las hembras jovenes aumentd hasta igualarse con el peso inicial de las hembras longevas
(Figura R4). El analisis histopatoldgico posterior en cortes de glandulas mamarias tefiidos con
H&E revel6 un aumento en tamano (hipertrofia) de los adipocitos en el tejido adiposo mamario
de hembras longevas (Figura R10). La obesidad es una condiciéon en la cual hay una

acumulacion excesiva de tejido adiposo en diversos 6rganos que puede afectar negativamente
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la salud (Purnell, 2023), y puede estar acompaiada tanto de adipogénesis como de hipertrofia
de los adipocitos blancos (Sudrez-Carmona et al., 2017). Ademads, esta se caracteriza por una
inflamacion cronica del tejido adiposo, lo que conduce a su disfuncion. Los factores
inflamatorios presentes en las mamas de mujeres obesas promueven la sefializacion local
estrogénica, principalmente aumentando la expresion de aromatasa (Gerard and Brown, 20138).
La obesidad se ha establecido como un factor de riesgo para el cancer de mama en mujeres
postmenopausicas, especialmente para el subtipo luminal (Crespi et al., 2016). Si bien excede
los objetivos de estudio de este trabajo, seria interesante evaluar la relacion entre la obesidad y
el envejecimiento, en el contexto de la activacion de RET; considerando que la sefializacion de
RET en céncer de mama implica el incremento de expresion de factores pro-inflamatorios

como IL6 (Morandi and Isacke, 2014).

Los tumores generados por la sobre-expresion de RET en hembras longevas y
hembras jovenes en el sistema transgénico Ret/MTB muestran caracteristicas

similares.

Si bien los tejidos envejecidos suelen ser mas propensos al desarrollo de tumores
(Turrell et al., 2023; Jiang et al., 2022; Bahcecioglu et al., 2021), nuestros resultados
demostraron que la incidencia y frecuencia de tumores mamarios generados por expresion
créonica de RET en el sistema Ret/MTB fue similar en las glandulas mamarias de hembras
longevas en comparacion con el grupo de hembras jovenes (Figura R3 D, Tabla R1). Algunos
trabajos, que utilizan otros modelos experimentales de cancer de mama, demostraron que, si
bien el crecimiento tumoral era independiente de la edad, las hembras longevas presentaban un
aumento significativo en la incidencia de focos metastasicos en pulmoén (Turrell et al., 2023).
Esta observacion se contrapone con nuestros resultados, en donde no se encontraron
variaciones respecto de la capacidad metastasica en pulmon entre los grupos de hembras
longevas y jovenes (Figura RS, Tabla R2). Mdas aun, las caracteristicas histologicas y
moleculares analizadas hasta el momento de los tumores de ambos grupos son similares
(Figuras R6-8). Una posible explicacion es que la presencia de niveles de
fosforilacion/activacion de RET altos en los tejidos mamarios longevos, lo que implica un
entorno de saturacion respecto de la sefalizacion mediada por RET (Figura R12), situacion en

la cual, la induccion de expresion adicional de RET por el sistema transgénico no resulta
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sinérgica respecto de la tumorigénesis. Otra posibilidad es que los tejidos glandulares mamarios
de nuestro grupo de hembras longevas no presenten las caracteristicas pro-tumorigénicas del
envejecimiento. Algunos estudios, por ejemplo, utilizan ratones mayores de 12 meses de edad

(Turrell et al., 2023, Yanai and Endo, 2021; Lessard-Beaudoin et al., 2015).

En los ultimos afios, se ha avanzado considerablemente en la caracterizacion del
microambiente envejecido como un entorno propicio para el desarrollo del céncer. En
particular, la glandula mamaria envejecida presenta un aumento en la rigidez de la matriz
extracelular y en los niveles de factores pro-inflamatorios, lo que favorece la invasion y
agresividad de las células cancerosas (Jiang et al., 2022, Bahcecioglu et al., 2021). Otra de las
principales caracteristicas del microambiente envejecido es la presencia de células senescentes.
Sin embargo, se ha visto que el envejecimiento puede tener caracteristicas tanto facilitadoras
como también supresoras de tumores. Por un lado, la senescencia celular puede prevenir la
proliferacion de células cancerosas incipientes y reducir el riesgo de cancer en organismos
jovenes, pero, por otro lado, las células senescentes también secretan moléculas que pueden
estimular la proliferacion de células pre-cancerosas (Yang et al., 2021). Asi como se podrian
medir factores inflamatorios y cuantificar la fibrosis glandular, la proporcion diferencial de
células senescentes en los tejidos mamarios provenientes de hembras longevas y virgenes de
nuestros grupos experimentales y controles debe ser determinada por ensayos especificos
(Rojas-Vazquez et al., 2024; Martinez, M., 2009). La determinacion de este balance entre las
caracteristicas facilitadoras y supresoras del cancer en el envejecimiento podria explicar, en
parte, por qué en nuestro modelo no se observd un aumento significativo en el desarrollo

tumoral en hembras longevas comparado con jovenes.

Por otra parte, se ha establecido que la activacion de oncogenes especificos, que
inicialmente promueven sefiales de proliferacion, culmina en la senescencia celular y un estado
de detencion proliferativa, un fendémeno denominado senescencia inducida por oncogenes
(OIS). En diversos modelos de cancer, la evidencia sugiere que la OIS puede ser eludida cuando
la activacion oncogénica se mantiene, lo que finalmente conduce a mayor proliferacion celular.
En un sistema de raton transgénico similar al nuestro pero especifico de cancer de tiroides, se
ha demostrado que RET puede producir OIS (Bellelli et al., 2018). Para determinar si las

lesiones neoplasicas tempranas inducidas por RET pueden eludir la senescencia inducida OIS
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y avanzar hacia la formacion de tumores, podrian realizarse experimentos de induccion del
sistema Ret/MTB durante periodos mas cortos (1-2 meses); en donde seguidamente se

evaluarian marcadores de senescencia en ambos grupos, hembras longevas versus jovenes.

Todos los tumores inducidos por la expresion de RET del modelo Ret/MTB, ya sea en
hembras longevas o jovenes, expresan el transgén y mostraron fosforilacion/activacion de
algunos de los efectores descriptos rio abajo de la activacion de RET (Figura R8); esto es,
altos niveles de pY705STAT3/STAT3 y pS118ER/ER; aunque estos ultimos se detectaron
también altos en el tejido glandular no tumoral de hembras longevas (Figura R9), observacion
que se discutird mas adelante. Si bien nuestro andlisis molecular preliminar (s6lo se analizo el
primer experimento de los dos llevados a cabo) pareceria indicar que no existen diferencias en
cuanto a la expresion de proteinas de los tumores provenientes de hembras jovenes y longevas,
se completara el anélisis de las muestras de la segunda réplica experimental. Ademas, creemos
que varias caracteristicas interesantes restan por explorar: por ejemplo, marcadores de
agresividad como la pluripotencialidad (stemness) y/o marcadores de transicion epitelio
mesenquimal (EMT) (Nairuz et al., 2023; Kalluri et al., 2009, Jaenisch et al., 2008), o bien
marcadores de proliferacion (como marcacion de Ki-67 y/o pS10H3) (Elmaci et al., 2018;

Dowsett et al., 2011, Hans and Dimitrov, 2001), se mediran para completar el analisis.

Respecto del subtipo tumoral, tanto los tumores generados en hembras transgénicas
jovenes como longevas resultaron ER+ y negativos para PR (Figura R7-8). En estudios previos
de nuestro grupo se reportd que los tumores inducidos por la expresion cronica de RET
representan al subgrupo luminal de tumores ER+PR- y se comprobd que éstos son resistentes
a terapia enddcrina, no son susceptibles a la OVX ni responden a agentes terapéuticos
endocrinos (Gattelli et al., 2018). Ademas, estudios de otros grupos indican un mayor
porcentaje de tumores positivos para RET en pacientes con cancer de mama que no
respondieron a terapia endocrina (Plaza-Menacho I et al., 2010). Nuestros hallazgos sugieren
que RET induce tumores endocrino resistentes en tejido mamario, sin importar la edad del
hospedador. Contando con la experiencia del grupo en la generacion de lineas tumorales in vivo
(Gattelli et al., 2018; Gattelli et al, 2013), en donde los tumores primarios (en nuestro caso los

provenientes de hembras longevas versus jovenes) pueden ser pasados y mantenidos en grupos
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de hembras hospedadoras, podria evaluarse la potencial diferencia en la progresion tumoral y

la respuesta a tratamientos de interés (agentes como tamoxifeno y/o inhibidores de RET).

Elevados niveles de fosforilacion de ER se encuentran presentes tanto en tumores
mamarios Ret/MTB como en tejido glandular mamario longevo, lo cual

correlaciona con mayores niveles de expresion/activacion de RET.

Como observamos en la primera parte y demostramos en la segunda parte de este
trabajo, existe un aumento en los niveles de fosforilacion del ER (pS167ER/ER y/o
pS118ER/ER) en las glandulas mamarias de hembras longevas en comparacion a hembras
jovenes (Figuras R9 y R11). En parte, esto podria explicarse por el potencial aumento local
de produccion de estrégenos consecuente de la inflamacion del tejido adiposo envejecido
(fenotipicamente de tipo obeso) (Jiang et al., 2022, Iyengar et al., 2015). Para corroborar esto
ultimo, no so6lo habria que evaluar los niveles de expresion de la enzima aromatasa en las
glandulas mamarias longevas en comparaciéon a las jovenes, sino también los factores
inflamatorios locales, como las citoquinas IL6 y/o ILB 1, ambos factores inflamatorios rio abajo

de la activacion de RET (Gattelli et al., 2013, Plaza-Menacho et al., 2011).

La fosforilacion en S118 del ER es activadora, e induce la transcripcion de distintos
genes blancos del ER (Dutertre and Smith, 2003, Leo and Chen, 2000), como por ejemplo PR.
Resulta interesante destacar que, mientras que en la glandula mamaria longeva encontramos
expresion pS118ER y expresion de PR (Figuras R9 y R11), en los tumores que también se
expresan niveles altos del pS118ER (Figura R8) hay ausencia de PR (Figura R7). La ausencia
de PR en los tumores inducidos por RET podria indicar que, en el tejido tumoral, existen otros
factores (como por ejemplo, alguna mutacion en ER o cierta combinacion de co-factores de
transcripcion presentes en la célula tumoral) que interfieren con actividad canoénica de ER,

mientras que el ER seria activo transcripcionalmente en el tejido mamario longevo.

Interesantemente, al analizar los niveles de fosforilacion del receptor RET, se observo
una diferencia cercana a la significancia entre ambos grupos, indicando niveles mas altos de
fosforilacion de RET (pY 1062RET) en las glandulas mamarias longevas en comparacion a las
jovenes (Figura R12). La fosforilacion de RET es indicativa de su activacion (Mulligan et al.,

2014), por lo que este resultado sugiere un aumento en la actividad de sus vias de sefializacion
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rio abajo en tejido mamario envejecido. En concordancia con el aumento en los niveles de
fosforilacion de RET en los tejidos longevos, se observo que estos también muestran un

aumento en los niveles de pS118ER, pS167ER y pY705STAT3 (Figura R9 y R11).

La fosforilacion del receptor RET es causada por la activacion de sus dominios quinasa
intracelulares, luego de la union de los ligandos y sus co-receptores al dominio extracelular del
receptor o bien por autofosforilacion independiente de ligando (Morandi et al., 2011). Nuestro
grupo ha reportado que varios ligandos y co-receptores se expresan a lo largo del desarrollo de
la glandula mamaria murina (Vallone et al., 2022), con lo cual especulamos que los mismos
estarian presentes en la gldndula longeva. Realizando un anélisis en datos publicados y de uso
libre, pudimos corroborar que existe una mayor expresion del ligando NRTN y su co-receptor
GFRo2 en muestras de glandulas mamarias de hembras longevas, en comparacion a hembras
jovenes, particularmente proveniente de cé¢lulas alveolares y mioepiteliales (Li et al., 2020);

con lo cual, proponemos en un futuro analizar la expresion de los ligandos en nuestro sistema.

Morfolégicamente, la tincion con H&E sobre cortes de glandulas mamarias de hembras
longevas reveld que estas presentan conductos agrandados, un fendmeno denominado ectasia
ductal (Figura R10). Estos cambios morfoldgicos han sido observados como asociados a la
edad en la glandula mamaria humana (Rahal et al., 2005; Haagensen, 1951). Interesantemente,
la ectasia ductal ha sido observada en las hiperplasias inducidas por RET en el sistema
Ret/MTB (Vallone et al, DMM, 2022), con lo cual, podria atribuirse a un cambio inducido por
la expresion/activacion de RET en el epitelio mamario. Teniendo en cuenta que las glandulas
mamarias longevas presentan mayor activacion de RET enddégeno (Figura R11-12), esto
podria en parte explicar la ectasia ductal observada (Figura R10). En un futuro, nos
proponemos repetir este analisis en un mayor numero de hembras, dado que los niveles de RET
total endogeno parecen variar en gran medida (Figura R12 C-D), lo que atribuimos a la
heterogeneidad respecto de la edad de las hembras y quizas del momento del ciclo estral, el

cual no fue corroborado al momento de las autopsias.

Tanto RET como el ER activan vias de senalizacion relacionadas con un aumento en la
proliferacion y diferenciacion celular. Por ende, especulamos que el aumento observado en la
activacion de ambos receptores mencionados en las glandulas mamarias longevas podria

indicar una mayor predisposicion al desarrollo de céncer. Si bien estd demostrada una

80



Impacto de la longevidad del tejido

de la glandula mamaria en las lesiones
neoplasicas inducidas por el receptor RET
M. Clara de los Santos

correlacion positiva de RET con tumores ER+, hasta el dia de hoy, no existen estudios
especificos respecto de la expresion de RET y su correlacion con la edad de las pacientes.
Utilizando datos disponibles de secuenciacion masiva (como RNA-seq) de biopsias de tejido
tumoral y mamario de mamoplastias, planeamos realizar un analisis bioinformético en esta

direccion.

Por ultimo, los resultados y observaciones de este estudio plantean nuevos
interrogantes. La actividad de RET y su efector ER en las glandulas mamarias envejecidas, su
potencial interaccion y la relacion con una mayor predisposicion al cancer de mama en

longevidad podré abordarse en investigaciones futuras.
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