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RESUMEN

Se han descripto interacciones entre el stress y el cancer, aunque su
mecanismo es aun desconocido. Las catecolaminas interaccionan con
diferentes receptores adrenérgicos de membrana, produciendo acciones
especificas segun el receptor presente en la célula en cuestiéon. Por esta razén,
el propésito de la presente Tesis fue la descripcion de los receptores az-
adrenérgicos en lineas celulares tumorales y no tumorales de mama humana y
determinar su accion biolégica.

Para dicho estudio no sélo se utilizaron las lineas celulares ya
establecidas sino que también se puso a punto una técnica para desarrollar
cultivos primarios a partir de tumores de pacientes con cancer de mama de los
que surgieron nuevas lineas. Estas lineas son transformadas (dado que son
capaces de crecer en agar blando) y epiteliales (expresan citoqueratinas).
Todas ellas responden con un aumento en la proliferacién celular al ser
incubadas con estrogenos, progesterona y EGF.

Se describe, entonces, por primera vez la presencia de receptores a-
adrenérgicos en células mamarias. Su expresion fue analizada a nivel de ARN
(por RT-PCR) y a nivel de proteina (por uniéon al antagonista especifico [*H)-
rauwolscina). Ademas, la activaciéon de estos receptores esta asociada con un
aumento de la proliferacion celular (evaluada por incorporaciéon de [*H]-
timidina).

Esta descripcién y caracterizacion podrian brindar al conocimiento
cientifico un vasto campo de investigacion.



ABSTRACT

Interactions between stress and cancer have been described, although
their mechanism is yet unknown. Catecholamines interact with different
membrane adrenergic receptor, causing specific actions depending on which
cellular receptor is present. For this reason, the aim of this Thesis was the
description of az.adrenergic receptors in tumoral and non-tumoral human breast
cell lines and their biological action determined.

For this study, not only cell lines already established were used, but also a
technique for culturing human breast tumors was developed. These primary
cultures allowed the establishment of different cell lines. These cells lines are
transformed (they are able to grow in soft agar) and epithelial (they express
cytokeratins). All of them showed an enhancement of proliferation with estradiol,
progesterone and EGF.

The presence of az-adrenergic receptors has been described for the first
time in mammary cells. Their expression was analyzed at the ARN level (by RT-
PCR) and at the protein level (by binding to specific antagonist *H]-
rauwolscine). Moreover, receptor activation is associated by an increase in cell
proliferation (evaluated by [*H]-thymidine incorporation). The description and
characterization could greatly improve scientific knowledge.

The characterization of their receptors could encourage both clinical and
epidemiological trials in order to assess their actions in breast cancer.
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Introduccién

INTRODUCCION

El cancer de mama es diagnosticado cada afno en EEUU en 180 000
mujeres, provocando la muerte de 46 000 personas (Marshall y col.,1993). En
nuestro pais, esta enfermedad produjo la mortalidad mas alta por cancer en
mujeres, con una tasa ajustada de 20,3/100 000 habitantes en todo el pais y
25,1/100 000 habitantes en Capital Federal (Matos y col., 1992).

Los principales inconvenientes que impiden erradicar esta enfermedad se
basan en no conocer el agente etiolégico especifico, el tiempo preciso de
iniciacion y los mecanismos moleculares responsables de la iniciacion y
progresion del cancer. A pesar de estos aspectos inciertos alrededor del origen
de esta patologia, intensivos estudios epidemiolégicos, clinicos y genéticos han
permitido identificar factores de riesgo asociados con el cancer de mama
(Mettlin y col., 1999). Entre ellos se encuentran: la presencia de genes BRCA1y
2, la historia familiar de cancer de mama, ovario y endometrio, la historia
individual de enfermedades de mama, la edad avanzada, el nivel
socioecondmico alto, el exceso de exposicién a radiacién ionizante, el consumo
de alcohol y una variedad de factores endocrinos y reproductivos (Pike y col.,
1993). Estos ultimos factores incluyen menarca temprana, nuliparidad o primer
embarazo tardio, corta duracién del periodo de amamantamiento, menopausia
tardia, obesidad post menopalsica, extendido uso de anticonceptivos orales y
una prolongada terapia de reemplazo hormonal (Bemnstein y col., 1993).

Se piensa que el desbalance entre la proliferacién y muerte (apoptosis)
del epitelio mamario contribuye a la formaciéon del tumor, a la inestabilidad
genémica y a la metastasis. Se ha postulado que la expresién anémala de
genes regulados por hormonas esteroideas desencadenaria este proceso
(Kenney y col., 1996; Nass y col., 1997).

Entre las influencias hormonales, el papel mas importante ha sido
atribuido a niveles elevados de estrégenos (Henderson y col., 1988) como ha
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Introduccién

sido indicado para una variedad de canceres femeninos como carcinomas
vaginales, hepaticos y cervicales (Herbst y col.,1981; Shaw y col.,1987; Chilvers
y col., 1987). Sin embargo, los mecanismos a través de los cuales ocurre este
fendbmeno no han sido completamente entendidos. En gran medida, la
comprension actual de la carcinogénesis por estrogenos esta basada en la
observacion clinica (Beral y col., 1988) y datos experimentales (Yan y col.,
1995; Zhu y col., 1994; Tsutsui y col., 1997) de que el riesgo de hiperplasia y
neoplasia aumenta asociada con el suplemento estrogénico. Al menos tres
mecanismos se consideran responsables de la carcinogénesis por estrégenos;
el mas ampliamente reconocido es la actividad hormonal via receptor, la cual
esta generalmente relacionada entre otras funciones, con una estimulaciéon de
la proliferacién celular, aumentando las oportunidades de acumulacién de
danos genéticos que podran conducir a la carcinogénesis (Adlercreutz y col.,
1994; Nandi y col., 1995). El segundo mecarnismo es la activacion metabdlica
mediada por el citocromo P450, por el cual se aumenta la tasa de mutacién por
efectos genotdxicos directos (Liehr y col., 1986) y el tercer mecanismo involucra
el sistema de reparacion del ADN ocasionando la acumulacion de lesiones en el
genoma (Yan y col., 1995).

Desafortunadamente, los mecanismos moleculares involucrados en el
desarrollo del cancer de mama y en la carcinogénesis asociada a estrégenos no
son completamente comprendidos. Por lo general se piensa que el inicio del
cancer de mama resulta de una proliferacién celular incontrolada y/o apoptosis
aberrante resultante de una acumulacion de danos genéticos. Esto conduciria a
alteraciones genéticas que activarian proto-oncogenes y/o inactivarian genes
supresores tumorales (Van der Vijver y col., 1993; Black y col., 1994).

Las alteraciones genéticas pueden provenir de mutaciones en la linea
germinal o ser mutaciones somaticas adquiridas. Estas ultimas pueden ser el
resultado de la exposicidn a carcinégenos ambientales ya sean fisicos (exceso
de radiacion ionizante), quimicos (hidrocarburos policiclicos o nitrosoureas) o
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biolégicos (virus). Por el clasico modelo animal de dos-estados de car-
cinogénesis quimica se pudo determinar que el genotipo alterado de una célula
inicial es irreversible y que la expresion de fenotipos transformados requiere de
mayores cambios genéticos o epigenéticos. La progresion tumoral, el segundo
estado de la carcinogénesis en este modelo, involucra exclusivamente cambios
epigenéticos que se consideran reversibles (Murray y col., 1990). Queda por
determinar si esto es cierto en el cancer de mama espontaneo.

El mecanismo a través del cual los factores endécrinos, como la terapia
de reemplazo hormonal, influencian la iniciacion y la progresién del cancer en la
mujer no ha sido determinado todavia.

Se conoce que tanto los estrégenos como la progesterona regulan la
expresion de genes que codifican para diversos factores de crecimiento y a su
vez estos factores pueden modular la expresion y funcion de los receptores
esteroideos (Kenney y col., 1996; Nass y col., 1997). Los esteroides sexuales y
los factores de crecimiento parecen ejercer su principal influencia en el ciclo
celular a través de la regulacion de la ciclina Dy y de Bcl-2/BclX, (Nass y col.,
1996; Nass y col., 1997; Rosfjord y col., 1999). La familia de los genes c-myc y
bcl-2 son importantes mediadores downstream de la accion proliferativa tanto
de los esteroides como de los factores de crecimiento. De particular interés es
el caso de ¢c-myc que se encuentra amplificado en el 20-30 % de los casos de
cancer de mama y en una mucho mas alta proporciéon se encuentra expresado
de forma aberrante (Nass y col., 1997, Deming y col., 1999). Se ha demostrado
que la amplificacion de c-myc esta asociada con un incremento en las
metastasis de nddulos linfaticos y un peor pronédstico, independientemente de la
expresion de receptores de estrégenos (Deming y col., 1999).

El desarrollo del cancer de mama implica multiples eventos; desafortuna-
damente, el agente causal y el momento de iniciacién (los dos principales
factores elucidados en el modelo experimental animal) no son conocidos en la
enfermedad espontanea humana (Russo y col., 1993; Russo y col., 1996). Para
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elucidar si los estrogenos actian como agentes endogenos de la
carcinogénesis se requiere un mejor entendimiento del desarrollo normal de la
mama en condiciones fisiologicas, lo cual es importante para entender el
camino que conduce desde una lesion preneoplasica al cancer. El analisis de
poblaciones puras de células epiteliales de mama humana en diferentes
estadios de malignidad seria un acercamiento directo para poder comprender
los procesos celulares y moleculares de la carcinogénesis de mama (Russo y
col., 1998). Sin embargo, ha sido extremadamente dificultoso establecer
cultivos primarios a partir de lesiones con diferentes estados de la progresién
neoplasica y ninguna linea celular en el estado intermedio de la transformacién
estan disponibles para el estudio (Russo y col., 2000).



Patrén de desarrollo:

El desarrollo de la mama, el cual es rigurosamente controlado por el ovario,
se puede definir por diversos parametros como la apariericia externa, el area
total, volumen, grado de ramificacién, nimero de estructuras presentes en la
glandula y grado de diferenciacién de estructuras individuales (I6bulos y
alvéolos) (Russo y col., 2000).

La glandula mamaria va sufriendo cambios progresivos desde el nacimiento
llegando a ser mas importantes en la pubertad. Aunque ese momento es
considerado el punto de comienzo de la funcién ovarica, el desarrollo del ovario
es un proceso gradual que depende de las gonadotrofinas hipofisarias. Los
receptores para LH (hormona luteinizante) y FSH (hormona foliculo estimulante)
estan presentes en el ovano desde el periodo infantil. FSH y LH interactuan con
GH (hormona de crecimiento) y prolactina (PRL) modulando Ia
esteroideogenésis ovarica, dicha funcion también es influenciada por epinefrina
que es secretada por la médula adrenal.

GH, estrégenos y progesterona (PR) regulan la progresiva elongacion y
ramificacion de los ductos glandulares durante la pubertad. Durante este
periodo, la mama rudimentaria comienza a aumentar su crecimiento tanto en el
tejido glandular como en el estroma circundante. El incremento glandular se
debe al crecimiento y divisiébn de pequenos brotes de los ductos primarios
originados durante la vida intrauterina por invaginaciones del ectodermo
superficial (Vorherr y col.,, 1974; Russo y col., 1987; Russo y col., 1982). Los
ductos crecen y se dividen a través de una combinacion de ramificaciones
dicotémicas y simpodiales. Cada brote terminal se bifurca en dos ductos mas
pequenos o brotes alveolares. El término brote alveolar se aplica a aquellas
estructuras que parecen morfologicamente mas desarrolladas que el brote
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terminal. Al aumentar la ramificacién, los brotes alveolares son mas pequenos y
numerosos y entonices pasan a llamarse ductillos. Al promedio de once brotes
alveolares formados alrededor de un ducto terminal se lo llama Iébulo primario o
I6bulo virginal (fig. 1, panel A) (Russo y col., 1982). Los ductos terminales y los
ductilios estan limitados por un epitelio de dos capas, mientras que los brotes
terminales, en el feto humano, lo estan por un epitelio de mas de cuatro capas
de células. La formacién de Iébulos en la mama humana ocurre durante los dos
primeros anos después de la menarca. Luego, el desarrollo de la glandula varia
ampliamente de mujer a mujer.

El tejido de mama normal de una mujer adulta posee otros dos tipos
identificables de lobulos ademas del I6bulo primario. A estos Iébulos se los
designa secundarios y terciarios (fig. 1, panel B y C). La transicion entre I6bulo
primario a secundario y de éste a uno terciario es un proceso gradual de
aparicion de nuevos ductillos, los cuales aumentan de aproximadamente 11 a
47 (en promedio) para el pasaje de primario a secundario y a aproximadamente
80 al pasar a terciario. Al aumentar el numero de ductillos, aumerita también el
tamano de los I6bulos (Russo y col., 1992).

La mama de una mujer nulipara contiene muchas estructuras
indiferenciadas, como ductos terminales y Iébulos primarios, aunque pueden
observarse ocasionalmente secundarios y terciarios. En  mujeres
premenopadusicas con hijos, la estructura predominante es el Iébulo terciario,
cuyo numero aumenta durante los primeros afos reproductivos. Ellos
comienzan a decrecer durante la cuarta década de vida, al mismo tiempo que
aumenta la proporcién de Iébulos primarios, y cuando comienza la menopausia
alcanzan los mismos niveles que en las mujeres nuliparas.

En la mama de las mujeres nuliparas, los l6bulos secundarios estan
presentes en numero moderado durante los primeros afios, decreciendo
abruptamente después de los 23 afios, y a partir de esa edad los Iébulos
primarios permanecen significativamente mas altos. Esta observacién sugiere
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que un cierto porcentaje de Iébulos primarios podrian haber progresado a
secundanos, pero que el niumero de secundarios que progresan a terciarios es
significativamente mas bajo en mujeres nuliparas comparadas con mujeres que
han tenido hijos. Para este ultimo caso, es interesante notar que el dar a luz
entre los 14 y 20 anos esta asociado con un incremento significativo en el
namero de I6bulos terciarios que permanecen presentes como estructura
predominante hasta la edad de 40 anos. A partir de esa edad la disminucién
observada en el numero de lébulos terciarios posiblemente se deba a una
involucién de los I6bulos primarios.
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FIG. 1: DIFERENTES LOBULOS DE MAMA.

Panel A: Lébulo primario en tejido mamario de una mujer de 18 arios, nulipara. Panel B: Lébulo
secundario en tejido mamario de una mujer de 24 afios, nulipara. Panel C: Lébulo terciario en
tejido mamario de una mujer de 35 afios, con hijos. Todas los preparados fueron tefiidos con
Azul de Toluidina, 25X
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Influencia hormonal en el desarrollo de la glandula mamaria:

El desarrollo de la glandula mamana esta influenciado por un gran namero
de hormonas y factores de crecimiento que actuan provocando la proliferaciéon o
la diferenciacion celular (Russo y col., 1997). Entre las hormonas, se considera
que los estrogenos juegan un rol muy importarnite promovierndo la proliferacion
tanto del epitelio normal como neoplasico (Russo y col., 1998). El estradiol
actoa localmente en la gldndula mamaria estimulando la sintesis de ADN vy
promoviendo la formacién de ductos glandulares. La influericia de los
estrogenos en la actividad proliferativa de las células epiteliales de mama puede
ser considerada mediante la formacion del complejo receptor nuclear-ligando
que activara la transcripcion de genes especificos (Tsai y col.,, 1994). El
receptor de estrégenos (RE) es una molécula de 67 kD que pertenece a la
superfamilia de factores de transcripcién nucleares activados por ligando
(Evans y col., 1988; Mangelsdorf y col., 1995; Beato y col., 1995). En presencia
de estradiol (E2), el RE se dimeriza y se une a secuericias especificas en los
promotores de genes regulados por hormorias llamadas elementos de res-
puesta a E; desencadenando posteriormente entre otros, efectos proliferativos
(Tsai y col., 1994; Katzenellenbogen y col., 1996). Entre el 46-77% de los
cariceres de mama son positivos para RE (Robertson y col., 1996) y mas del
70% de ellos responden a la manipulaciérnn hormonal (Sheikh y col., 1994). Sin
embargo, aproximadamente el 10% de canceres negativos para este receptor
también exhiben respuesta hormonal (Williams y col., 1987). El nivel de RE en
un tumor de mama afecta su caracter biolégico intrinsico. Por ejemplo, los
tumores positivos para E; tienden a ser histolégicamente mas diferericiados,
diploides y tienen una baja cantidad de células en fase S (McGuire y col., 1991).
En consecuerncia, la presencia de RE funcionales sirve como marcador de
diferenciacion y como predictor de sobrevida en pacientes con cancer con
nédulos linfaticos positivos o negativos (Osbome y col.,1980; Clark y col.,
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1984). A medida que el tumor progresa, aumenta la diversidad molecular en la
expresion del receptor (splicing alternativo, disminucion de la transcripcion o
mutaciones en el gen). Esto conduce a resistencia a la terapia hormonal y a
diferentes problemas caracteristicos del cancer avanzado como la
heterogeneidad celular (Clarke y col., 1996).

El posterior clonado de un nuevo tipo de RE, el tipo B, en rata (Kuiper y col.,
1996), ratén (Tremblay y col., 1997) y humano (Mosselman y col.,, 1996) ha
requerido renombrar al tradicional RE como REa. Los niveles de expresion de
este subtipo en un tejido en particular han sido utilizados como indice del grado
de respuesta a estrogerios (Katzenellenbogen y col., 1980). La gran mayoria de
los carcinomas de mama humarno son inicialmente positivos para REa y su
crecimiento puede ser estimulado por estrégenos e inhibido por antiestrogenos
(Topper y col., 1980; Jordan y col., 1997). Los subtipos o y B comparten una
alta homologia especialmente en las regiones de unién al ligando y al ADN
(Mosselman y col., 1996). Al ser activados, los REP pueden forman homo o
heterodimeros con el subtipo REa (Kuiper y col., 1997; Cowley y col., 1997,
Kuiper y col., 1997b; Pace y col., 1997; Ogawa y col., 1998). La existencia de
dos subtipos de RE y su capacidad de formar heterodimeros que se unan al
ADN sugieren tres potenciales rutas de accién estrogénica: via subtipo REa 0
REB en los tejidos que exclusivamente expresan uno de ellos o via la formacién
de heterodimeros en los que poseeri ambos subtipos (Kuiper y col., 1997b).

La importancia de los REa en la glandula mamaria ha sido claramente
demostrada en los ratones knock-out (Couse y col.,, 1999). Las glandulas
mamarias de estos animales estan pobremente desarrolladas. Aunque parecen
poseer todos los componentes tisulares intrinsicos necesarios para el desarrollo
puberal y la maduracion inducida por prefez, estos ratones no pueden
desarrollar la glandula mamana porque han perdido los diversos estimulos
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posteriores a la acciéon del REa (Couse y col., 1999). Este fenotipo observado
en ratones knock-out para REa no se repite para los REf.

Aunque estos estudios son importantes para nuestra comprensién del rol de
los RE, la extrapolacion a la mama humaria debe ser cuidadosamente
elaborada porque estos ratones knock-out solamente reflejan una porcién de la
complejidad funcional en el modelo humano.

El rol de los REB en la carcinogénesis y la progresion del cancer de mama
es todavia poco claro. Resultados preliminares han sugerido que la expresion
del ARNm de este subtipo es down-regulada durante la carcinogénesis (Leygue
y col., 1998) y estaria inversamente relacionada con la expresion del subtipo a
en los tumores de mama (lwao y col., 2000). Los niveles de ARNm de REa ro
difieren significativamente entre el tejido normal y los cariceres de mama RE
negativos, pero si los de REB, donde son extremadamernte altos en el primer
caso. Estos resultados indicarian que el subtipo B y no el a tendria un papel
mas importante en la carcinogénesis de los canceres negativos para RE tal vez
teniendo un rol de supresor de tumor. En la actualidad se han identificado
cuatro variantes de REB: ER-B1, ER-$2, ER-85 y ER-BS’. Se han postulado
roles diferenciales de estas variantes para la carcinogénesis. La especie mas
abundante es ER-B2, la cual ha sido reportada en mas del 50% del total de
ARNm estudiado en tejido normal y en tumores positivos o negativos para
estrégenos (lwao y col., 2000).

Progesterona es la otra hormona importante en la biologia de la glandula
mamaria. Esta hormona regula el desarrolio de la mama a través de sus
receptores especificos. El rol tanto de los estrégeros como de la PR en la
actividad proliferativa de la mama, sigue siendo objeto de importantes
controversias. Aunque es sabido que los estrégenos estimulan la proliferacién
celular, el epitelio mamario de mujeres sexualmente maduras y ciclando normal-
mente, no exhibe maxima proliferacién durante la fase folicular del ciclo mens-
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trual, donde los estrégenos alcanzan un pico de 200-300 pg/ml y la
concentracién de PR es merior que 1 ng/ml (Goodman y col., 1994). En cambio,
el epitelio mamario alcanza su maxima actividad proliferativa durante la fase
lutea, cuando los niveles de PR son de 10-20 ng/ml y los de estrégenos son dos
a tres veces mas bajos que los observados durante la fase folicular (Goodman y
col., 1994). Cuando se analizan los resultados de modelos in vitro ylo
experimentales, los estrogenos estimulan la proliferacion de células de mama
en cultivo y de tejido de mama implantado en ratones atimicos, mientras que la
PR o no tiene efecto o inhibe el crecimiento celular en estos modelos (Laidlaw y
col., 1995; Clarke y col., 1997).

La actividad proliferativa del epitelio mamario tanto de roedores como de
humarnos no sélo depende de las hormonas circulantes sino también del grado
de diferenciacion del parénquima mamano (Russo y col., 1980; Russo y col.,
1987; Calaf y col., 1995). En humanos, el mas alto nivel de proliferacion celular
se observa en los lébulos primarios indiferenciados de mujeres jévenes
nuliparas (Calaf y col., 1995). La progresiva diferenciacién del I6bulo primano a
secundario y a terciano que ocurre bajo la influencia hormonal del ciclo
menstrual y la total diferenciacién a Iébulos cuatemarios durante la prefiez,
ocasiona una reduccion de la actividad proliferativa del epitelio mamario (Russo
y col., 1980; Russo y col., 1987).

Es interesante destacar que el contenido de RE tipo a y de PR en las
estructuras lobulares es directamente proporcional al grado de proliferacion
celular. La tasa de proliferaciéon celular y la respuesta del epitelio mamario a
hormonas es maxima en los 16bulos primanos indiferenciados y decrece progre-
sivamente en los secundarios, terciarios y cuaternarios. Las células en
proliferacion se encuentran predominantemente en el epitelio que bordea los
ductos y tubulos y son menos frecuentes en el mioepitelio y en el estroma intra
e interlobular. Las células que poseen tanto RE tipo a como para PR se
encuentran exclusivamente en el epitelio, principalmente el de los I6bulos
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primarios, ya que su numero decrece progresivamente en los secundarios y
terciarios. Tanto el estroma como el mioepitelio carecen de células con
receptores para hormonas esteroideas (Russo y col., 1999).

La deteccién simultanea por inmunocitoquimica de células en proliferacion y
de células que contienen RE y receptores para PR demostré que su nimero
varia de acuerdo al grado de desarrollo lobular del 6rgarno y que el contenido de
receptores esteroideos estaria linealmente relacionado cor la tasa de prolifera-
cién celular. Pero por otro lado, los trabajos de Clarke y col (1997) también
utilizando las técrniicas inmunocitoquimicas de doble tinciéon, demostraron que la
expresion de los receptores ocurre en otras células ademas de las que estan en
proliferacion. El descubrimiento de que las células en proliferacion son
diferentes de aquellas que son positivas para los RE y los receptores de PR
estaria indicando que el control que ejercen los estrégerios sobre la divisién
celular es indirecto. Este fenémeno ha sido demostrado por experimentos
donde los sobrenadantes de células positivas para RE estimularon el
crecimiento de lineas celulares que carecian de dichos receptores (Clarke y
col., 1992).

El hecho de que la actividad proliferativa mas alta y el porcentaje mas alto
de células positivas para RE se encuentren en los I6bulos primarios provee una
explicacion para la alta susceptibilidad de estas estructuras a ser transformadas
por carcinégenos quimicos in vitro (Russo y col., 1988). Esto concordaria con
las observaciories de que los I6bulos primarios son el sitio de origen de los
carcinomas ductales (Russo y col., 1990).

Es interesante consignar que existen evidencias las cuales indican que
en ciertos tumores mamarios, los estroégenos inducen la sintesis y secrecion del
factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Lipmman y col., 1986). El receptor para
EGF (R-EGF) estaria sobre-expresado en las células de cancer de mama
negativas para RE, esto sugeriria que EGF seria el factor estimulante del
crecimiento mas importante en este sistema (Biswas y col., 2000).

13



Introduccién

La concentracién de EGF en plasma es extremadamente baja, pero esta
incrementada durante el embarazo, pudiendo jugar un rol en la diferenciacién de
la mama durante la gestacién. El EGF posee un potente efecto como promotor del
crecimiento en una variedad de ceélulas epiteliales y mesenquimatosas, incluyendo
epitelio mamario y fibroadenomas mamarios humanos. El cancer mamario
humarno puede entonces ser un tejido efector para el EGF.

La sobre-expresién de los miembros de la familia de los c-erbB ha sido
considerada como factor prondstico desfavorable en cancer mamario (Nicholson y
col, 1991). Como la heterodimerizacién es un fenémeno muy comun entre estos
receptores, el patrén de co-expresion es probablemente tan importante
funcionalmenite como la expresion aberrante de uno solo de ellos (de Fazio y col.,
2000).

Ha sido postulado que la sobrevida es mayor en pacientes con tumores
cuyo conternido de R-EGF no sobrepasa los 26 fmol/mg. Esta concentraciéon es
altamente predictiva para la respuesta exitosa al tratamiento endocrino en
pacientes con cancer de mama metastasico. En canceres localmente avarizados
se ha encontrado una tendencia hacia niveles elevados de R-EGF en los casos
con procesos inflamatorios comparados con los no inflamatorios. Por otro lado, se
han encontrado niveles levemente mas altos en tumores respondedores a
tratamientos locales no endocrinos (radioterapia con/sin quimioterapia)
comparando con los no respondedores, sugiriendo estos resultados un posible rol
predictivo de los R-EGF para la respuesta a estos tratamierntos (Neskovic y col.,
1999).

Otros factores de crecimiento involucrados en la proliferacion de las
células mamarias son los factores de crecimiento insulino-similes (IGFs),
polipéptidos capaces de promover la proliferacion celular en la mayoria de los
tejidos, como ha sido demostrado en experimentos in vitro e in vivo (Dickson y
col., 1990; Le Roith y col.,, 1997). Pueden actuar de manera endocrina (se
sintetizan principalmente en higado, luego en circulaciéon se unen a proteinas

14



Introducci6n

especificas y ejercen su acciéon en otros tejidos como hueso y musculos) y
también de manera paracrina/autocrina (produccion local y accién en células
vecinas). En la mayoria de los estudios in vitro, utilizando células proveriierites de
tumores mamarios humanos, el IGF-l esta considerado como un potente
mitégeno, sugiriendo que este factor de crecimiento puede jugar un importante
papel en el desarmollo del cancer mamario humario (Furianetto y col., 1984; Chen
y col., 1994.)

Se ha descripto la presencia de receptores para IGFs (R-IGF) en tejido
mamario normal y en biopsias de canceres mamarios (Pekorien y col., 1992;
Dickson y col, 1990). Otra importante funcién del IGF-l es su efecto
antiapoptotico facilitando asi una prolongada proliferacion celular, con el
corisiguiente aumento de riesgo carcinogénico (Dunn y col., 1997). Hankinson y
col. (1998) encuentran una correlacién positiva entre los niveles plasmaticos del
IGF-l y el riesgo del cancer mamario, en mujeres premenopausicas. Cuando la
concentracion de IGF-l en circulacién es mayor de 207 ng/ml el riesgo relativo
es de 4.6 veces y cuando se considera simultaneamente IGF-I y IGFBP-3 es
aun mayor de 7 veces. Este es el primer estudio prospectivo que investiga la
relacion de IGF-I circulante y cancer de mama, estos autores consideran que el
E> enddgeno seria el responsable de la estimulacion del IGF-1 en el tejido
mamario.

Estudios in vivo senalan que en las mujeres portadoras de carcinoma ma-
mario, los niveles circulantes de los IGFBPs son significativamente mas bajos que
los observados en las mujeres rnormales, especialmente IGFBP-6, IGFBP-3 y
IGFBP-1, situacién que favorece in situ el aumento de la biodisponibilidad de los
IGFs libres (Corsello y col., 1998).

Por otra parte, el tratamiento con un antagorista estrogénico como
tamoxifeno produce una significativa disminucién en la concentracion de IGF-I
en circulacién, de la GH y del receptor de IGF-I, mientras que simultaneamente
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aumentan las IGFBPs (Pollak y col., 1990; Corsello y col., 1998), disminuyendo
de esta manera su biodisponibilidad.

El factor de crecimiento transformante-beta (TGF-) forma parte de una
superfamilia de polipétidos, entre los cuales se incluyen las inhibinas, activinas,
el factor inhibidor mulleriano etc., los cuales tienen la capacidad de modular la
proliferacién y diferenciacion en la mayoria de las células epiteliales humanas.

En estudios in vivo se ha determinado la presencia de TGF- en tejidos
mamarios humanos normales, hiperplasicos y tumorales (Arrick y col., 1990).
El TGF-B, es un homodimero, que tiene varias isoformas, las cuales sori
potentes inhibidoras del crecimiento de varias lineas celulares provenientes del
carcinoma mamario (Pei Chih Hu y col, 1998). Estos resultados muestran que
TGF-B tendria un importante rol en la regulacién paracrina y autocrina de la
diferenciacién y el crecimiento de la glandula mamaria. Aunque las tres
isoformas de TGF-$ de mamifero comparten una secuencia bastante similar,
poseen diferentes funciones en los tejidos normales y patolégicos, en la
embriogénesis y tumorigénesis. De los tres subtipos, TGF-B3, ha sido
relacionado como un factor de pronéstico favorable para la sobrevida. Se ha
sugerido que la medicién simuitanea de TGFB3 en plasma y su expresion en
tejido tumoral puede ser considerado como un parametro importante en la
progresion tumoral (Ghellal y col., 2000).

TGF-B2 esta presente en altas concentraciones en el liquido de quistes
de mama y podria tener un rol protector en el cancer. Ha sido demostrado que
altas concentraciones de TGF-B2 inhiben significativamente la conversion de
estrona sulfato a estrona y la conversion de estrona a E;. Esto es muy
importante porque los estrégenos juegan un importante papel en el desarrollo
de un tumor y la forma de estrona sulfato es la fuente principal de E2 activo en
la mama. Por lo tanto, TGF-B2 podria estar ejerciendo un rol protector
reduciendo la cantidad de estrégeno activo en el tejido mamario (Erbas y col.,
2000).
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La pérdida de receptores para TGF-B2 (R-TGFf) esta asociada con una
resistencia a la inhibicién del crecimiento ejercida por TGFB y con una
activacion de la progresion tumoral. Las células neoplasicas revelan una
expresion del R-TGFf2 mas reducida en comparacién con el tejido de mama
normal y las lesiones benignas. Existe, ademas, una correlacioén inversa entre la
pérdida de expresién de estos receptores y el grado de tumoncidad (los
estudios se refirieron a carcinoma ductal in situ y a carcinoma de mama
invasivo). Estos resultados indicarian que la disminucion de la expresién de
R-TGF-B2 podria contribuir a la progresion tumoral y que estaria relacionado
con un fenotipo mas agresivo (Gobbi y col., 2000).

Ha sido demostrado que la expresion de la isoforma B1, a diferencia de R2
y B3, ha sido inducida por el antiestrégeno tamoxifen en el estroma de las
biopsias de los tumores mamarios (Butta y col., 1992). Este efecto regulatorio
también se ha encontrado en las lineas de caricer mama humana MCF-7 y T47D
pero no en células epiteliales normales a pesar de que éstas son capaces de
secretar y de responder a TGF-B1 y -B2 (Malet y col., 2001).

PRL es otra hormona que también juega un papel muy importante en el
crecimiento y diferenciaciéon de la mama humana. Sus efectos son mediados por
un receptor para PRL (R-PRL) que cuando es activado desencadena una serie de
cascadas de senales que incluye las proteinas que unen GTP Ras y Rac. La
activacion de este patrén de seriales ha sido asociado con alteraciones en el
citoesqueleto y aumento de la motilidad celular (Maus y col, 1999). La
sobreproduccién de PRL, actuando de manera endécrina, autécrina o paracrina,
ha sido asociada con diferentes patologias incluyendo el crecimiento de diversas
formas de cancer y de varias enfermedades autoimnuries (Bole-Feysot y col.,
1998). Por ejemplo, incrementa la agresividad de tumores colorectales
(Bhatavdekar y col,, 1994; Bhatavdekar y col., 1995), induce la proliferacion de
varias lineas de cancer de mama humano (Kiss y col., 1987; Biswas y col., 1987,
Das y col.,, 1996), activa linfocitos B malignos (Walker y col., 1995) y células de
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linfoma (Gout y col., 1980) e induce la proliferacién de promielocitos (Nishiguchi y
col., 1993). Tumores benignos de células fibromusculares de miometrio producen
mas PRL que las células normales (Norwak y col., 1993); esto podria indicar que
la PRL producida localmente tendria una accion mitogénica sobre el crecimiento

de estos tumores.
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Desarrollo de lineas celulares:

El cultivo de células tumorales de mama humana ha permitido
importantes avarnces en el estudio de la biologia del cancer de mama (Smith y
col., 1984). Los estudios in vitro focalizados en tumores individuales son de
gran utilidad porque existe una gran diversidad a nivel de sus caracteristicas
celulares. Las principales dificultades en el desarrollo exitoso de un cultivo
primario son la baja cantidad inicial de células y la mortalidad celular luego de
los sucesivos subcultivos (Muller y col., 1987). Ademas, no siempre es claro de
qué poblacién derivan las células que se estan cultivando (es decir epiteliales o
mesenquimaticas, benignas o maligrnas). Se han propuestos difererites métodos
para distinguir las células malignas en cultivo, como por ejemplo el crecimiento
en agar/metilcelulosa (Clark y col., 1988), independencia de factores de creci-
miento (Band y col., 1990 (a)), respuesta a la inhibicién por suero (Band y col.,
1990 (b)) o por TGFp (Valverius y col., 1989), pero todos distinguen diferencias
graduales entre células transformadas y benignas y no definiciones absolutas.
Ha sido muy dificultoso encontrar un criterio que claramente distinga estos
estadios celulares (Lasfargues y col., 1986; Hackett y col., 1986). Por otro lado,
la expresion de marcadores que cominmente se utilizan para reconocer células
epiteliales pueden ser influenciados por el medio de cultivo (Taylor-
Papasimitriou y col., 1989) y otros factores. En la mayoria de los casos las
células epiteliales se cultivan en monocapa sobre plastico con medio contenien-
do suero (Band y col., 1989) o extracto de pituitaria (Hammond y col., 1984).
Los factores de crecimiento y hormonas contenidos en el suero y en el extracto
pueden tener efectos en las propiedades de las células benigrnas y malignas del
cultivo. Por ejemplo, pueden modificar la produccion de proteasas (Rochefort y
col., 1990), activadores de proteasas (Kidwell y col., 1982; Busso y col., 1987),
factores de crecimiento (Arrick y col., 1990) y comporientes de la membrana
basal (Liotta y col.,, 1979) que estan bajo control hormonal en los cultivos
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celulares como asi también modificar las interacciones celulares con la
membrana basal (Albini y col., 1986).

Aunque la expresion in vivo de los filamentos intermedios de
citoqueratina esta restringida a las células epiteliales y los filamentos
intermedios de vimentina a los fibroblastos, existen evidencias de que algunas
células normales y tumorales son positivas para citoqueratina, otras para
vimentina y algunas otras para ambas (Franke y col., 1979; Sommers y col.,
1989; Bartek y col., 1991). La expresion de estas proteinas en cultivo puede
llegar a variar de acuerdo al medio utilizado (Schmid y col., 1983), a la tasa de
proliferacion (Connell y col., 1983) o a la densidad celular (Ben-Zeev y col.,
1984) ademas del linaje celular. Tanto los fibroblastos como las células
epiteliales expresan fibronectina (Taylor-Papadimitriou y col., 1981) pero con
patrones diferentes que podrian ser utilizados para distinguir ambos linajes
(Stampfer y col., 1981).

Se ha sugendo que los desmosomas son los mejores marcadores de
células epiteliales y no se ha encontrado que varien ni de acuerdo al paciente ni
al grado de malignidad o al numero de pasaje celular o al tipo de medio de
cultivo (Bergstraesser y col., 1993).

También existe controversia en cuanto a la manera de discernir si el
cultivo primario esta compuesto de células malignas o si esta contaminado con
células normales. El observar la morfologia celular no es util porque la forma de
las células puede cambiar por el cultivo en monocapa (Bissell y col.,, 1981) y
ademas porque las células normales y malignas pueden verse iguales. La
demostracion de tumorigenidad en ratones desnudos es problematica para
cultivos primarios por los requerimientos de espacio de las células en la mama
(Price y col., 1990) y la necesidad de suplementos estrogénicos entre otros
aspectos (Lippman y col., 1990).

Algunos grupos (Clark y col., 1988; Band y col., 1990) han utilizado con
éxito los métodos de crecimiento en agar o metilcelulosa para diferenciar las
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células malignas de las no tumorales. Otros estudian el patrén de crecimiento
de las células para distinguir su grado de malignidad. Aunque el tiempo de
duplicacién poblacional no difiera (Buehning y col., 1976), las células malignas y
transformadas pueden mantener su tasa de duplicacién en ausencia de factores
de crecimiento y hormonas que sean requeridas para la proliferaciéon de las cé-
lulas normales (Ethier y col., 1987; Band y col., 1990; Schaeffer y col., 1990;
Bartek y col., 1991).

Una linea celular establecida (immortal) no es, por definicion,
completamente normal (Bissell y col., 1981; Stoker y col., 1982) y al mismo
tiempo si no es tumorigénica en ratones desnudos, tampoco es maligna.
Existen pocas lineas celulares “normales” establecidas espontaneamente,
algunas de ellas son: HBL-100 , HMT-3522 y MCF-10 A. La linea HBL-100 es
una linea muy complicada de definir en cuanto a su nivel de malignidad porque
a pesar de provenir de la leche materna de una mujer sin enfermedad mamaria,
fue inicialmente aneuploide con un nimero modal de 66 cromosomas en el
pasaje 8 y fue capaz de crecer en agar blando en el pasaje 12. Ademas estas
células se encuentran infectadas con SV40 probablemente proveniente del
donante. Por lo tanto, es mas conveniente referirse a esta linea como transfor-

mada.
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Lineas celulares:

Las células epiteliales de mama se pueden estudiar como lineas
celulares establecidas, extendidos de lineas celulares y cultivos a corto tiempo.
A pesar de que se considera muy dificultoso el cultivo de células de canceres
de mama, existen numerosas lineas celulares de carcinoma humano. Pero muy
pocas se han desarrollado de carcinomas primarios, siendo la gran mayoria de
lesiones recurrentes o metastasis 0 mas frecuentemente de efusiones pleurales
(Bissell y col., 1996).

HS 578T:

Deriva de un adenocarcinoma proveniente de una mujer caucasica de 74
afnos de edad, sin historia familiar de cancer ni de exposiciobn conocida a
carcinégenos. Morfologicamente tienen forma poligonal, forman domos y
poseen desmosomas, caracteristicas tipicas de las células epiteliales. Ademas
poseen organelas citoplasmaticas para la secrecién, y presencia de gotas
lipidicas y granulos de caseina. Aunque muchas lineas celulares derivadas de
tumores mamarios metastasicos producen domos en confluencia (Cailleau y
col., 1974; Soule y col., 1973, Cailleau y col., 1976), a muy pocas se les ha
detectado produccién de caseina a pesar de que se han encontrado elevados
niveles séricos de ésta en mujeres con cancer de mama (Hendrick y col., 1974).
Esta linea celular es aneuploide y carece de RE (Hackett y col., 1977).

MDA MB 231:

Deriva de un adenocarcinoma de una mujer de 51 afios, caucasica con
tratamiento con quimioterapia. La media del nimero cromosomal es de 68,
hipotriploidia, con anormalidades incluyendo roturas y constricciones
secundarias (Cailleau y col., 1974). Forman adenocarcinomas de grado il
probremente diferenciados en ratones desnudos. No responde a estrégenos.
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Posee altas cantidades de R-EGF y R-TGFB1. Estas células secretan niveles
medibles en medio condicionado de EGF y TGFB1. La secrecién constitutiva de
EGF decrece a medida que aumenta el tiempo en cultivo (42hs), mientras que
la secrecion de TGFB1 permanece constante. Se postula que en esta linea
existe una regulacién dual entre ambos factores de crecimiento (Martinez-
Carpio y col., 1999).

SK-BR-3:

Proviene de un adenocarcinoma derivado de una efusion pleural maligna
de una mujer de 43 afios con tratamiento de radiacién, quimioterapia y terapia
hormonal (Trempa y col.,, 1970). Las células son hipertriploides a
hipotetraploides con anormalidades que incluyen fragmentos dicéntricos y
acrocéntricos, anillos, constricciones secundarias, cromosomas metacéntricos y
policéntricos grandes y presencia de marcadores para cromosomas
submetacéntricos grandes. Por microscopia electrénica se observé la presencia
de microvellosidades y desmosomas, granulos de glicogeno, lisosomas
grandes. Ausencia de particulas virales.

HBL-100:

Linea epitelial obtenida directamente de la leche de una mujer de 27
afos. Aunque no habia evidencia de una lesion de mama en la donante y de no
poseer una historia familiar de cancer de mama, el cariotipo es anormal a partir
del pasaje 7. Esta linea es capaz de sintetizar una pequefia cantidad de lactosa
y responde a prolactina y estrégenos produciendo un aumento de caseina. Por
microscopia electréonica se observo la presencia de microvilli, tonofibrillas y
desmosomas.

No son tumorigénicas en ratones desnudos en pasajes bajos, aunque si
luego de pasaje 70 (Souttou y col.,1994), pero son capaces de formar colonias
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-en agar blando. Ha sido demostrado que poseen el genoma del virus SV40 inte-
grado en tandem.

MDA MB 453:

Deriva de una efusién pleural de una paciente de 48 afios con carcinoma
metastasico de mama que involucraba nddulos linfaticos, cerebro y cavidades
pericardiaca y pleural (Cailleau y col., 1976). Habia recibido como tratamiento
mastectomia, ooforectomia, quimioterapia y terapia de radiacién local.

T47D:

Fue desarrollada por Keydar (Keydar y col., 1979) a partir de una efusion
pleural de un adenocarcinoma ductal infitrante de mama de una mujer de 54
afos, postmenopausica, con tres hijos. Posee uniones citoplasmaticas entre
células y receptores para diversos esteroides y calcitonina. Son capaces de
formar colonias en agar blando. El niumero modal es de 66, con cromosomas
dicéntricos y submetacéntricos extra largos, hipotriploides.

MCE-7:
Fueron desarrolladas a partir de una efusion pleural de un

adenocarcinoma de una mujer de 69 afos, que recibia terapia hormonal y
radiacion (Soule y col., 1973). Posee receptores para esteroides y tiene
capacidad de formar domos. Hipertriploide a hipotetraploide, con aumento de

cromosomas meta y subtelocéntricos.

MCF-10 A:

Deriva de tejido mamario fibroquistico proveniente de una mastectomia
de una mujer de 36 afios, premenopausica, con hijos (Soule y col., 1990).
Posee caracteristicas de epitelio mamario normal: no es tumorigénica en
ratones desnudos, crecimiento tridimensional en colageno, su crecimiento en
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cultivo es controlado por diversas hormonas y factores de crecimiento y forma
domos en confluencia. En los primeros pasajes previos a la inmortalizacion, el
analisis citogenético mostraba diploidia, luego se observaron sucesivos
rearreglos espontaneos siendo el cariotipo, en los sucesivos pasajes, anormal.
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Receptores adrenérgicos:

Los niveles periféricos de catecolaminas aumentan rapidamente cuando
un organismo se enfrenta con estimulos provocativos (Wilson y col.,, 1985),
causando las sefales fisicas tipicas de estrés: aumento en la frecuencia
cardiaca, redireccion de la sangre desde las visceras hacia los musculos y el
cerebro y aumento de la glucosa plasmatica.

Los receptores acoplados a proteina G (RAPG) son proteinas integrales
de membrana involucradas en la transmision de sefiales desde el medio
extracelular al citoplasmatico (fig.2).

En humanos, se estima que existen al menos 1000 miembros distintos
que responden a una amplia variedad de transmisores quimicos que controlan
diversos procesos fisiologicos tales como: neurotransmisién, metabolismo
celular, secrecion, diferenciacién y crecimiento celular, respuestas inflamatorias
e inmunes. De esta manera, representan blancos importantes para el desarrolio
de nuevas drogas con aplicaciones potenciales en todos los campos de la
clinica (Gutkind y col., 1998).

Estos RAPG comparten un mismo motivo estructural: siete regiones
transmembrana unidos por /oops intra y extracelulares (fig.3).

La especificidad de unién a la proteina G esta determinada por los
dominios intracelulares, particularmente el segundo y tercer /oop intracelular y la
regién amino terminal (Van Biesen y col., 1996).

Las proteinas G heterotriméricas consisten en tres subunidades
heterdlogas (o, B y 8) que estan establemente asociadas sélo en el estado

inactivo cuando estan unidas a GDP.
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Diversos estimulos externos (neurotransmisores, hormonas, fosfolipidos,
protones, factores de crecimiento) pueden activar a un miembro especifico de
esta familia de receptores y promover la interaccién entre el receptor y la
proteina G en el lado intracelular de la membrana (fig. 2). Esto ocasionara el
intercambio de GDP por GTP en la subunidad a de la proteina G y la
disociacién de la misma del heterodimero BS iniciando una cascada de sefiales
que actua sobre moléculas efectoras como adenilato ciclasas o fosfolipasas o
directamente regulando la funcién de canales i6nicos o kinasas.

La activacion del complejo receptor-proteina G es catalitica, esto quiere
decir que un receptor puede activar varias proteinas G antes de sufrir una dese-
nsibilizacién por fosforilacion. La actividad GTPasa intrinsica de la subunidad a
regula la hidrélisis de GTP a GDP y la subsecuente reasociacion del complejo
Gapd que conducira a una proteina G inactiva.

Las subunidades a han sido divididas en subgrupos de acuerdo con su
interaccion con un efector. Las proteinas G estimulan a la adenilato ciclasa, los
miembros de la familia G; son sensibles a inactivacion por toxina pertussis y a
menudo inhiben a la adenilato ciclasa. Las proteinas Gg11 son insensibles a la
toxina pertussis y frecuentemente se unen a receptores que activan diversas
isoformas de fosfolipasa C. Por otro lado, se han identificado 11 proteinas
diferentes de subunidades & y 5 de subunidades B. Las consecuencias
bioquimicas y biolégicas de esta diversidad en la composicion de las
subunidades y la especificidad de unién con cada receptor todavia no han
llegado a elucidarse. Se ha demostrado el importante papel que juegan las
subunidades B3 activando la ruta de las MAPkinasas y existe fuerte evidencia
que la cascada de sefiales desencadenada por los receptores adrenérgicos
convergen a nivel de la proteina Ras con la cascada de sefiales de los
receptores del tipo de tirosina kinasas (Gutkin y col., 1998).



Introduccién
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FIG. 2 : MECANISMO DE ACTIVACION O INHIBICION DE LA ADENILIL CICLASA

INDUCIDA POR HORMONA.
La unién de G, -GTP a la enzima Adenilil ciclasa la activa, mientras que la unién con G, la

inhibe. La subunidad Gyzsen ambas proteina G inhibitorias y estimulatorias son idénticas; las
subunidades G, y los receptores son diferentes.
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FIG 3: ESTRUCTURA PRIMARIA DEL RECEPTOR ¢,C2 HUMANO.

La secuencia aminoacidica esta representada por letras. La disposicion estructural del receptor
en la membrana esta basado en el modelo para rodopsina y se cree que representa un modelo
general para otros receptores asociados a proteina G. Los residuos en oscuro representan los
aminoacidos comunes entre los subtipos C2 y C10.

Los receptores adrenérgicos (RA) fueron inicialmente clasificados por
Ahiquist en 1948 en dos grandes grupos: o y 3 basandose en sus
especificidades farmacolégicas de unién a agonistas y antagonistas (Lefkowitz y
col., 1987). En 1967, Lands y col., comparando rangos de orden de potencia de
agonistas en una manera similar a la de Ahlquist, concluyeron que habia dos
subtipos de RAp.

En la actualidad la subfamilia de los RAP estd compuesta por tres
miembros: 4, B2 ¥ B3, y todos ellos se acoplan positivamente a la adenilil ciclasa
a través de la subunidad o de la proteina G (Dixon y col., 1986; Frielle y col.,
1987, Emorine y col., 1989). Recientemente se sugirié que los subtipos B v 3
pueden asociarse bajo determinadas condiciones a la proteina Gy, sensible a
toxina pertussis (Xiao y col.,, 1995; Gautier y col., 1996). Los RAJ estan
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involucrados en el control de la contractilidad del corazén, relajacion del
musculo liso, metabolismo de lipidos y comportamiento (Rohrer y col., 1998).
Las distinciones iniciales entre B y B2 fueron basadas en la activacion
preferencial de los B¢ por norepinefrina. Estos estudios sugerian que los
receptores 31 son responsables de modular la lip6lisis y la estimulacion cardia-
ca, mientras que los receptores 2 modulaban la broncodilatacién y la relajacion
vascular (Lands y col.,, 1967, Bylund y col, 1994). Posteriores ensayos
demostraron la existencia de un RA atipico, con una relativa insensibilidad al
antagonista B propanolol (Harms y col., 1977, Arch y col., 1984). Las
caracteristicas farmacolégicas del RAB3; concuerdan con la del receptor atipico
y el subsecuente desarrolio de ligandos especificos apoya ampliamente esta
clasificacion (Emorine y col., 1989; Strosberg y col., 1997).

Al poco tiempo que fueron identificados los receptores o pre-sinapticos
en los '70, fue evidente que los receptores o pre- y post-sinapticos tenian
diferentes caracteristicas farmacolégicas. En 1974, Langer sugind la
designacion de a2 y a4 para los receptores o pre- y post-sinapticos
respectivamente. Los estudios de las interacciones de agonistas y antagonistas
con estos RAa extendié el esquema de clasificacién a una subdivision funcional
en muchos casos opuesta a la anatémica (Bylund y col., 1994). Finalmente con
la identificacion de agonistas y antagonistas que permitian diferenciar los
subtipos a4 y a2 adrenérgicos, el desarrollo de técnicas para el estudio de la
unién al radioligando y herramientas de biologia molecular, se realizaron poste-
riores subclasificaciones de los RA a4 y a3z (Ruffolo y col., 1991). Pero no siem-
pre estos esquemas de subclasificacion son completamente consistentes el uno
con el otro. Estas controversias pueden ser consecuencia de diferencias de
especies a la que pertenece el tejido en el que se esta trabajando y/o la accesi-
bilidad de la droga al receptor. EI ambiente celular es un determinante
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importante en el perfil farmacol6gico de un subtipo particular de RA (Mac
Kinnon y col., 1994).

Sin embargo, todos estos receptores pueden ser activados por epinefrina
y norepinefrina y antagonizados por yohimbina, rauwolscina y prazosin variando
su afinidad relativa entre los distintos subtipos.

La familia de los RAa1 esta compuesta de tres miembros a4a, a1 Y 14 -
Estos juegan roles importantes en la contraccién del musculo liso, control de la
presion sanguinea, funcionamiento de la préstata y crecimiento muscular
(Rohrer y col.,, 1998). Todos ellos estan asociados a la ruta de los inositol
fosfatos a través de la interaccion con la subunidad og de la proteina G
(Schwinn y col, 1991; Wu y col.,, 1992). La clasificacion farmacolégica
tradicional de ia familia de los RAa4 distingue el subtipo aia del asg basandose
en la alta afinidad del a4a por los antagonistas WB4101 y 5-metilurapidil y la
sensibilidad del ayp (pero no del aa) a cloroetilcionidina (Bylund y col., 1995).
Mientras que estos criterios fueron importantes en la distincion inicial entre los
distintos a4, el subsecuente clonado y expresion de los genes que codifican
para estos receptores definieron la presencia de un tercer receptor y clarificaron
las diferencias especie-especificas en la farmacologia de los RAa (Cotecchia y
col., 1988; Schwinn y col., 1990; Lomasney y col., 1991; Perez y col., 1991).

Los tres miembros de la familia de los RAaz han sido clonados. El gen de
los clonados originaimente de plaquetas, se halla en el cromosoma 10, por lo
que recibe el nombre de a; C10 (Kobilka y col., 1987), y corresponde a los
subtipos farmacolégicos aza /azp (Lafontan y col., 1995). Posee baja afinidad
por prazosin y ARC-239 (Bylund y col., 1989). Luego se cloné otro gen aislado
de rifién codificado en el cromosoma 4, recibiendo el nombre de a; C4 (Regan y
col., 1988) y corresponde al subtipo farmacolégico azc (Lafontan y col., 1995),
su afinidad por prazosin y ARC-239 es alta (Bylund y col., 1989). Postenor-
mente se encontrd un tercer gen humano aislado de una biblioteca de placenta
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humana, se hallé en el cromosoma 2, recibe el nombre de a; C2 (Lomasney y
col., 1990) y corresponde al subtipo farmacolégico azg (Lafontan y col., 1995).
Posee alta afinidad tanto para prazosin como para ARC-239 (Bylund y col.,
1989).

Los genes para estos receptores no poseen intrones y codifican para una
proteina de 450 aminoacidos. Contiene siete dominios hidrofébicos transmem-
brana de 20-25 aminoacidos que conectados por loops hidrofilicos forman los
diferentes dominios intra y extracelulares.

La secuencia de la region NH2 terminal es la que va a ser glicosilada en
los subtipos C10 y C4. En el subtipo C2 no esta glicosilada y es mucho mas
corta (Saunders y col., 1999) (fig.4).

La homologia en los dominios hidrofébicos es muy alta en todos los RA
(B, a1 y a2) (Ruffolo y col., 1993). El tercer loop intracelular de los receptores o,
es 2 a 3 veces mas largo que el encontrado para los receptores a4 y B y esta
implicado en el acoplamiento con una proteina G inhibitoria de la actividad de la
adenilil ciclasa (Eason y col., 1992; Ruffolo y col., 1993). Existe poca homologia
en la secuencia de este /oop cuando se lo compara con los distintos subtipos de
receptores oz 10 que sugiere que es mas importante la conformacion espacial
que la secuencia en el acople con la proteina G (fig.4).

Se cree que es el complejo de subunidades B6 el que interactia y
desactiva a una Gs (Jansson y col., 1994).

Ademdas se ha descripto una respuesta bifasica a los agonistas,
mostrando tanto componentes estimulatorios como inhibitorios de la adenilil
ciclasa, siendo el acople a la proteina G estimulatoria maximo con el subtipo az

C10y minimo con el C2 (Eason y col., 1992).
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FIG. 4: TOPOLOGIA, HOMOGIA Y MODIFICACIONES POST-TRADUCCIONALES

PARA LOS SUBTIPOS C2,C4 Y C10 DE RECEPTORES «, -ADRENERGICOS.
Las regiones con secuencias mas altamente divergentes se encuentran especialmente en el
tercer loop intracelular, mientras que las areas con mas alta homologia se encuentran en las
regiones hidrofilicas.
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Por otro lado se han reportado resultados contradictorios con respecto a
la respuesta de AMPc en los distintos subtipos de receptor. Por ejemplo en fi-
broblastos de hamster transfectados con los subtipos C4 y C10, la sensibilidad
de C4 para inhibir la produccion de AMPc¢ previa estimulaciéon con distintos ago-
nistas, es de un orden de magnitud mayor que para C10 (Jansson y col., 1994).
Sin embargo, previamente Cotecchia y col (1990) no habian encontrado
ninguna diferencia cuantitativa entre C4 y C10 con respecto a la disminucién de
AMPc en células enteras. Pero estos mismos autores informan que en
membranas aisladas C10 inhibe a la adenilil ciclasa de una manera dos veces
mayor que C4.

Estas diferencias no se deberian ni a distintas densidades del receptor ni
en diferentes afinidades por el agonista. Los autores explican que los diversos
resultados se deberian a que la proteina G en la célula entera estaria influencia-
da por mas eventos bioquimicos que en las membranas. Las interacciones
entre C4, C10, proteina G y adenilil ciclasa son diferentes.

Las diferencias cinéticas en el acople receptor-proteina G también
podrian jugar un papel importante. Una rapida tasa de disociacién en alguno de
los pasos que involucran la union con el receptor podrian conducir a un reaco-
plamiento mas rapido y en consecuencia a una mas alta sensibilidad (Jansson y
col., 1994).

En tejidos como plaquetas, intestino e hibridos neuroblastoma-glioma, se
sugirié que podria estar involucrado en la acciéon de RAay, un intercambiador de
Na*/H* (Cantielo y col., 1989). Ademas se ha descripto una posible modulacién
de estos receptores por cationes mono y divalentes (inhiben la apertura de
canales de Ca** voltaje dependientes y estimulan la apertura de canales de K*)
(Mac Donald y col., 1997) y por cambios de pH (Mac Kinnon y col., 1994) y una
interaccién de los subtipos C10 y C4 con el sistema de hidrélisis de los inositol-
fosfatos (Cotecchia y col., 1990).

El subtipo de RAa, C4 posee dos caracteristicas que lo diferencian muy
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marcadamente de los subtipos C2 y C10. Una de ellas es que a pesar de poder
detectarse el subtipo C4 en membrana, como es usual en este tipo de RAPG,
una muy importante proporcion del mismo se encuentra localizada en un poo/
intracelular que no sera enviado a la membrana plasmatica. Por medio de
estudios de colocalizacién se pudo determinar que este pool intracelular esta
localizado predominantemente en el reticulo endoplasmatico y en el aparato de
Golgi cis/medial (Von Zastrow y col., 1993; Daunt y col., 1997). Por otro lado,
este subtipo es refratario a la desensibilizaciéon (Eason y col., 1992) debido
posiblemente, a la incapacidad de las proteinas kinasas paara fosforilarlo
(Jewell-Motz y col., 1996).

A pesar de que se han desarrollado ratones knockout para el subtipo C4,
el rol de este receptor es al dia de la fecha desconocido. Existen pocas dife-
rencias entre este raton knockout y el salvaje en los parametros estudiados. El
receptor a; C4 no juega un papel preponderante en los efectos cardiovascu-
lares como lo hacen los subtipos C2 y C10. Se postula que su funcién seria la
de modular la accién de otro receptor, es decir, representaria una modulacién
fina en un proceso activado por otros RA az (Mac Donald y col., 1997).

Ademas de las diferencias en la afinidad por distintos ligandos, los RAa;
divergen entre si tanto en su distribucién tisular, en su transito intracelular, en
los blancos subcelulares como en los patrones de desensibilizacién. Existe una
fuerte evidencia que indica que cada subtipo esta dotado de funciones discretas
in vivo (Schaak y col., 2000).

Los RAa, pueden sufrir desensibilizacion por agonista por varios
mecanismos diferentes. Los cuatro mas estudiados son: fosforilacion,
secuestro, down-regulation y decrecimiento de G; celular. En los receptores que
sufren una rapida desensibilizacion, el mecanismo predominante para esta
regulacién a tan corto tiempo, es la fosforilacion del receptor (Liggett y col.,
1992; Eason y col.,, 1992; Kurose y col., 1994). La down-regulation de la
expresion del receptor y cambios en la proteina G celular son consecuencias de
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la exposicion prolongada al agonista, y el secuestro probablemente esté
implicado en la defosforilacion del receptor pero no ha sido claramente
implicado en la desensibilizacién rapida.

Existen numerosos trabajos que abordan los mecanismos de
desensibilizacién y down-regulation en estos receptores. Muchos de ellos se
han realizado con poblaciones mixtas o indefinidas de los distintos subtipos, o
utilizando un radioligando no especifico (como la dihidroergocriptina) o se han
comparado receptores de especies divergentes, dando en consecuencia
resultados confusos. Para establecer de una manera mas clara la regulaciéon
por agonistas y los mecanismos involucrados, Eason et al (1992) expresaron
cada subtipo humano en células CHO utilizando en cada caso vectores de
expresion idénticos y estudiando las lineas clonadas que tuvieran la misma
densidad de receptores. Este grupo encontr6 que luego de una breve
exposicién con el agonista (30 minutos) los subtipos C2 y C10 comenzaban el
proceso de desensibilizacion. El grado de desensibilizacién fue mayor en C10
que en C2. En cambio, luego de 24 hs de incubacion con el agonista, el subtipo
C4 desarroll6 solamente una minima desensibilizacion.

La figura 5 resume la regulacion promovida por agonista en un RAB, y ha
sido postulado, que también seria el modelo probable para los RAa; (Krueger y
col., 1997). El mecanismo resumido seria el siguiente: una vez que el ligando se
une al receptor, éste es fosforilado por una proteina G especifica (GRK). Este
receptor fosforilado es unido a una p-arrestina, dicho proceso presumiblemente
ocasionaria un desacople funcional del receptor con la proteina G y conduciria
a la atenuacion (desensibilizacién) de la sefial del receptor. Las p-arrestinas
serfan las moléculas adaptadoras para las vesiculas con clatrina (Zhang y col.,
1997). La unién de las B-arrestinas y el RA tendria el papel de sefalizar la
posterior redistribucion del receptor siguiendo diversos eventos moleculares
como desfosforilaciones, resensibilizacién, reciclado o degradacion proteica.
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El mecanismo primario de la rapida desensibilizacién del subtipo C10
parece ser la fosforilacion del receptor, la que en definitiva conduciria al
desacople del receptor con la proteina G (Jewell-Motz y col., 1996). Varias
lineas de evidencia implican a una kinasa del receptor B-adrenérgico (BARK) o
una GRK como la enzima responsable de la desensibilizacién del receptor. Esta
desensibilizaciéon ocurre luego de una exposicion de segundos a minutos al
agonista, requiere concentraciones saturantes del agonista, es inhibida por
heparina (inhibidor de BARK) y es nula en un receptor mutante que carece de
sitios de fosforilacion en el tercer loop intracelular (Liggett y col., 1982). En un
ensayo in vitro con vesiculas fosfolipidicas, el receptor a>,C10 pudo ser
fosforilado por BARK en una forma dependiente de agonista similar a la
encontrada con el RAP (Benovic y col., 1987). Ademas se ha encontrado que un
péptido derivado del tercer /oop intracelular del subtipo C10 es un excelente
sustrato para la fosforilacion por BARK in vitro (Onorato y col., 1991), y que la
fosforilacion inducida por agonista en células intactas es aumentada por la co-
expresion de BARK (Kurose y col., 1994). La remocion de serinas especificas
por mutagénesis en la secuencia consenso para BARK en el subtipo C10,
impide la desensibilizacién y la fosforilacién del receptor (Eason y col., 1995).
Todos estos resultados indicarian que la fosforilacién del receptor a2C10 por
BARK seria uno de los componentes de la desensibilizacién a corto término.

Sin embargo, BARK no es el unico miembro de la familia de los GRKs
que puede fosforilar este tipo de receptores. Han sido clonadas varias de estas
kinasas, por ejemplo, BARK2 (GRK3), GRK5 y GRK6 y se ha encontrado que
su distribucién tisular es sumamente diversa (Benovic y col., 1991; Kunapuli y
col., 1993; Benovic y col., 1993).

Se han realizado estudios de fosforilacion en células COS-7 que co-
expresaban a2C10 o C4 con PBARK, BARK2, GRK5 o GRK6 en

presencia/ausencia del agonista (Jewell-Motz y col., 1996). Tanto BARK como
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BARK2 fosforilaban el subtipo C10 en una manera dependiente de agonista. El
subtipo C4 no es fosforilado por ninguna de estas kinasas. Para determinar si
esta falta de fosforilaciébn tenia un correlato fisiolégico, se llevaron a cabo
estudios funcionales en células que co-expresaban o no estas kinasas. En
concordancia con los resultados anteriores, la desensibilizacion de C10 fue
paralela a la co-expresion de BARK, mientras que no tuvo efecto la co-expre-
sibn de GRK5 y GRK6. y C4 no fue fosforilado con la sobreexpresion de
ninguna de las GRKs. Se puede concluir que esta falta de desensibilizacion no
se debe a la falta de expresion de una kinasa en particular. Este hecho es
bastante sorprendente porque el tercer /oop intracelular de este receptor tiene
un importante nimero de serinas y treoninas que pueden ser potenciales sitios
de fosforilacién de las GRKs.

Aunque no habian sido tenidas en cuenta, muchas lineas de evidencia
de hace mas de 25 afios, sugerian que los RAPG podrian ser estructuralmente
y funcionalmente multiméricos. Desde los comienzos de los estudios de unidn
con radioligando, muchos investigadores han reportado complejos de unién
tanto de agonistas como de antagonistas con los RAPG. En muchos de estos
casos, los resultados se interpretaban como cooperatividad negativa o positiva
que ahora podria ser explicados como interacciones sitio a sitio entre los
receptores formando complejos diméricos u oligoméricos (Limbird y col., 1975;
Limbird y col., 1976; Mattera y col., 1985; Potter y col., 1991, Hirschberg y col.,
1994; Wreggett y col., 1995). Los primeros experimentos de cross-linking en
RAPG también sugirieron la formacién de dimeros, siendo esta agregacion
suficiente, en algunos casos, para la activacién (Hazum y col., 1985).

En la actualidad se piensa que el estado como dimero es la
conformacién natural de los RAPG y que muchos de los miembros de esta
superfamilia, si no todos, existen o pueden existir como dimeros (Hebert y col.,
1998; Salahpour y col., 2000). La especies moleculares que corresponden a los
dimeros pueden ser claramente visualizadas en electroforesis en gel de
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poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). La interaccion fisica ha
sido demostrada por co-inmunoprecipitacion. La corroboracion mas evidente se
realizé con la coexpresion de mutantes o de receptores quiméricos, los cuales
no son funcionales cuando se expresan solos pero que pueden unirse con el
ligando y ser funcionales si se coexpresan con quimeras complementarias que
comprendan los siete dominios transmembrana (Maggio y col., 1993). Ademas
la interrupcion del dimero con péptidos transmembrana interfiere en la
activacion del receptor (Hebert y col., 1996). Muchos trabajos sugieren que la
dimerizacién puede ser promovida por la unién del receptor con el agonista y
que el dimero representaria el estado de alta afinidad del receptor. Otros
resultados postulan que la forma de dimero podria ser la forma basal del
receptor y que la unién con el agonista alteraria la conformacién del dimero. La
co-imnunoprecipitacion de muchos receptores puede ocurrir en ausencia del
agonista (Jordan y col., 1999; Angers y col., 2000). Mas aln, la dimerizacion del
receptor puede ocurrir en el reticulo endoplasmatico y puede ser necesario para
el correcto traslado hacia la superficie celular (Benkirane y col., 1997; Mitrovic y
col., 2000).

También puede ocurrir la heterodimerizacién entre RAPG, de la misma
familia o no. Por ejemplo, ha sido reportada la formacion de un heterodimero
entre el receptor GABAg(1) y GABAg(z (Jones y col., 1998; White y col., 1998;
Kaupmann y col, 1998; Kuner y col., 1999), entre el receptor para
somatostatina 5 y el receptor de dopamina 2 (Rocheville y col., 2000).

Recientemente se ha descripto la interacciéon entre un RAPG y un
receptor tipo tirosina kinasa: el RAB2 pudo inducir la activacion del receptor para
EGF provocando la dimerizacion y autofosforilacion de este uitimo. Este
proceso ocasion6 la formacion de un complejo multi-receptor que contenia

ambos receptores (Maudsley y col., 2000).
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Efectos proliferativos de receptores asociados a proteina G:

Las senales proliferativas han sido generalmente asociadas con
receptores para factores de crecimiento que poseen una actividad intrinsica de
proteina kinasa. Se han encontrado una gran variedad de genes que codifican
para formas mutadas de estos receptores (Sheer y col., 1985) y sus ligandos
(Doolittle y col., 1983) o para moléculas que participan en su cascada de
senales (Ullrich y col., 1990). Por otro lado, los RAPG han sido tradicionalmente
asociados a funciones de células completamente diferenciadas y tejido-
especificas definidas (Dohiman y col., 1987). Sin embargo, los RAPG también
se expresan en células en proliferacion y han sido implicados en embriogénesis,
regerieracion tisular y estimulacion del crecimiento (Rozengurt y col., 1986).
Diversos estudios de ligandos de RAPG, como por ejemplo, trombina,
bradiquinina, sustancia P, prostaglandina F2a, acetilcolina, serotonina, han de-
mostrado que éstos se encuentran asociados a respuestas mitogénicas (van
Biesen y col., 1996). Ademas, existe evidencia que los RAPG y las moléculas
involucradas en su sefializacién pueden actuar como sustancias oncogénicas
potenciales. Por ejemplo, el oncogen mas, el cual codifica para un probable
RAPG, fue inicialmente clonado por medio de ensayos de transfeccion standard
en virtud de su capacidad para inducir tumores en ratones (Young y col., 1986).
Los receptores para serotonina 1C (Julius y col., 1989), los muscarinicos m1,
m3 y m5 (Gutkind y col., 1991), y el adrenérgico a4 (Allen y col., 1991) pueden
efectivamente transformar la inhibicién por contacto de cultivos de fibroblastos
de roedor cuando estan persistentemente activados. Todos estos estudios
demuestran que los RAPG pueden comportarse como oncogenes dependientes
de agonista. También se han descubierto mutaciones activas en RAPG y en
proteinas G en diversas enfermedades, incluyendo el cancer, lo que reforzaria
el importante rol que desempeifian los RAPG en el control del crecimiento nor-

mal y anormal. Por ejemplo, la activacion de una proteina Gas mutada, provoca
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la hiperplasia de células endécrinas en tumores de pituitaria y tiroides humanas
(Dhanasekaran y col.,, 1995). Interesantemente, la activaciéon de Gas, soélo
provoca hiperplasia en los tejidos donde el AMPc estimula la proliferacion,
actuando entonces como un oncogen relacioriado con gsp (Landis y col., 1989).
Las mutaciones activas también han sido identificadas para Gajz, relacionadas
con el ongen gip2, produciendo tumores de ovario y de glandula adrenal (Lyons
y col., 1990); y de Ga2, referidas al oncogeri gep, en una linea de sarcoma
(Chan y col., 1993).

A nivel de receptor, se han encontrado mutaciones en receptores para
TSH en un 30% de los adenomas de tiroides (Parma y col., 1993), también se
han encontrado en receptores para LH causando hiperplasia en células de
Leydig (Shenker y col., 1993). Tal vez, mas frecuente que la activacién de
receptores mutantes, es la estimulaciéon paracrina y autécrina de diferentes
RAPG por neuropéptidos y prostaglandinas que ha sido observada en
diferentes neoplasias humanas como: carcinoma de pulmén (Cuttitta y col.,
1985), adenomas y carcinomas de colon (Hoosein y col., 1988), hiperplasia
gastrica y cancer (Tahara y col., 1990).

Los mecanismos por los cuales estos RAPG regulan la proliferacion
celular todavia no han sido completamente elucidados. Aunque la inhibicién de
la adenilil ciclasa ha sido observada en células que proliferan al activar sus
RAPG asociados a G;, no se ha encontrado aun un mecanismo que explique la
induccién de la sintesis de ADN por niveles disminuidos de AMPc intracelular.
Otras lineas de investigacién han implicado a la hidrélisis del fosfatidilinositol
bifosfato (PIP2) como el componente critico de la mitogénesis (Rozengurt y col.,
1986). Sin embargo, otros estudios utilizando receptores de tirosina kinasa
mutados, sugieren que la hidrélisis de PIP, no es ni necesaria ni suficiente para
desencadenar la mitogénesis (Coughlin y col., 1989; Mohammadi y col., 1992).

Es de destacar el importante papel que desempeifiarian las subunidades

B6 de proteina G en este tipo de procesos proliferativos. Estas subunidades
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comunicarfan a los RAPG con la ruta de las MAPK y JUNKinasas, actuando por
las rutas de las moléculas Ras y Rac/Cdc42 (Gutkind y col., 1998).
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Cancer y receptores adrenérgicos:

Se han descripto interacciones entre el stress y el cancer. Se sugirié que
el nimero de eventos estresantes no predice la vulnerabilidad para la aparicién
de cancer de mama o para sobrevivir a €l, sino que un cierto nivel de stress
parece proteger contra enfermedades tumorales.

Se estima que el diagnéstico y tratamiento de cancer de mama produce
morbilidad psicosocial en el 25% de las mujeres (Mor y col., 1994; Bloom &
Kessler y col,, 1994). Se han descripto insistentemente interacciones entre el
stress y el cancer (Forsen y col., 1991). Por ejemplo, se sugirié que el nimero de
eventos estresantes no predice la vulnerabilidad para la aparicién de cancer de
mama o para sobrevivir a él, sino que un cierto nivel de stress parece proteger
contra las enfermedades tumorales. Pero por otro lado, el stress fue siempre
conceptualizado como un evento en la vida presumiblemente negativo, indeseado
0 que requiere una cierta preparacion de la persona para confrontario. A pesar de
ello, no se han encontrado evidencias que el stress previo al diagrioéstico del
cancer afecte negativamente la sobrevida (Maunsell y col., 2001; Lillberg y col.,
2001).

Aunque no existe evidencia de una asociacién independiente entre el
evento stresante y el carcinoma de mama, los estudios de Price y col (2001)
indicarian que el entomo y/o el status socioeconémico interactuaria con fuertes
stresores de la vida diaria ocasionando un aumento significativo del riesgo de
contraer cancer de mama.

El factor crucial parece ser la interaccion entre el stress y la capacidad de
sobreponerse al mismo (Hilakivi-Clarke y col., 1993). Sin embargo, el campo de la
investigacion psicosocial del cancer es problematico, notdndose metodologia
inadecuada y resultados contradictorios (Forsen y col., 1991).

Se han descripto RA en células tumorales de mama humana mediante

la unién de un antagonista radioactivo a membrana de estas células (Vande-
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walle y col., 1990; Draoni y col., 1991). Estos receptores estan acoplados a una
proteina G estimulatoria elevando significativamente los niveles intracelulares
de AMPc (Thomas y col., 1992). La proliferacién de las células de cancer de
mama humano MCF-7, que poseen receptores de estrégenos, responden a su
presencia con un aumento en la proliferacién y por el contrario, con agentes que
aumentan los niveles de AMPc, con una inhibicién en el crecimiento (Claire y
col., 1979; Cho-Chung y col., 1981; Kapoor y col., 1984; Fontana y col., 1987).

Han sido descriptos RA a4 y a2 en glandula mamaria normal bovina por
métodos bioquimicos (Hammon y col., 1994). Este grupo encontré uniéon de
[*H]-rauwolscina a suspensiones de membrana de distintas regiones de la ma-
ma bovina. La unién de este compuesto disminuia de la tetilla al parénquima
llegando a ser casi nula en esta region. Ellos postulan que los receptores se
encontrarian en las fibras musculares lisas.

Pese a haberse buscado RAa; en diversos tejidos humanos (Eason y
col., 1993), no se incluyé en los estudios la glandula mamaria. Tampoco han
sido descriptos hasta la fecha estos receptores en tejido tumoral de mama hu-

mano o experimental.
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OBJETIVOS:

OBJETIVOS GENERALES:

Los receptores aj-adrenérgicos no han sido descriptos en tumores
mamarios ni humanos ni experimentales. A pesar de la profusa literatura
surgida en los ultimos afios respecto del stress y el cancer, no existen reportes
de efectos adrenérgicos sobre los mismos. Existe una serie de agonistas y
antagonistas para estos receptores, y los mismos son seguros para su
utilizacion terapéutica. Es de interés clinico y basico realizar la caracterizacion
de estos receptores y determinar su regulacién y/o interrelaciones con
sustancias altamente relacionadas con el tejido tumoral mamario como pueden
ser los diversos factores de crecimiento.

Dado que el tratamiento del cancer de mama ha avanzado poco en los
ultimos afios y que los compuestos adrenérgicos resultan adecuados en cuanto
a acciones colaterales, la posibilidad de utilizar sus agonistas o antagonistas,
abriria nuevas psibilidades de agentes adyuvantes que, combinados con
tratamientos antihormonales o quimioterapéuticos, mejorarian la calidad de vida
de las pacientes. Por otro lado, el analisis de los receptores adrenérgicos en el
cancer de mama, abre toda una serie de lineas de investigacion nuevas que
aumentaria el conocimiento del comportamineto de los tumores y las células

tumorales.
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OBJETIVOS PARTICULARES:

Los objetivos de la presente tesis son:

» Desarrollar un método de obtencién de cultivos primarios a partir de
tumores mamarios humanos y posterior establecimiento de lineas celulares.
Caracterizar el perfil de respuesta, en cada linea celular desarrollada, a
diferentes hormonas involucradas en la patologia del cancer de mama.

» Describir y caracterizar la expresion de los receptores azx-adrenérgicos en
diversas lineas tumorales y no tumorales de mama humana por los
siguientes métodos:

e A nivel del ARN por la técnica de RT-PCR, seguida de Southern blot.

e A nivel bioquimico por ensayos de unién con hormona tritiada mediante
analisis de Scatchard. Estudio de los diferentes subtipos de receptor por
medio de ensayos de competencia con diferentes agonistas y antagonistas
no radioactivos.

e A nivel de segundos mensajeros involucrados en la accién. Se estudiara
fundamentalmente la inhibicién de niveles estimulados de AMPc.

e Evaluar la funcionalidad de dichos receptores en células mamarias
humanas mediante ensayos de proliferacién celular utilizando timidina
tritiada.

e Comparacién de la posible accion proliferativa de los receptores oo-
adrenérgicos con los otros subtipos de receptores (a1 y B) en las lineas
celulares antes mencionadas.

e Estudiar la posible interaccién entre los factores de crecimiento EGF e IGF-I
y las catecolaminas en la proliferaciéon celular y namero de estos

receptores.
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1) Cultivos primarios:

En todos los ensayos propuestos se utilizaron piezas operatorias
gentiimente entregadas por el Servicio de Patologia mamaria del Htal
Oncologico Municipal “Maria Curie®, dirigido por el Dr. Carlos Garbovesky.

Las muestras provenientes de quir6fano se lavaron 3 veces con medio
de cultivo DMEM-F12 con 100Ul de penicilina por ml y 100 ug de estreptomicina
por ml para evitar posibles contaminaciones. Se disec6 el tejido tumoral del
fibroso circundante, del tejido adiposo y del necrosado.

Como medio de cultivo base (llamado DMEM 10%), usado en todos los ex-
perimentos, se utilizé la mezcla de Medio Minimo Esencial Dulbecco-Ham F12
(DMEM/F12, sin rojo fenol, (1:1), Sigma) suplementado con 10% de suero fetal
bovino (SFB) inactivado por incubacion por 30 minutos a 56°C, 100 Ul/ml de
penicilina, 100 pg/ml estreptomicina (Gibco BRL), 2 mM de glutamina, 2 pM/mi
de insulina ovina (Gibco BRL), 15 mM de Hepes (Sigma) y 10 nM de estradiol
(Sigma).

¢ Uso de distintos tipos de colagenasa:

Se utilizaron dos tipos distintos de colagenasa: tipo Il (Gibco) y tipo IV (Sig-
ma) para determinar cual es la que permite obtener una mayor cantidad de cé-
lulas viables para el cultivo luego del tratamiento.

La tipo Il es recomendada por los fabricantes para cualquier tipo de tejido
mientras que la IV para células epiteliales, endoteliales, musculares y nerviosas.

Se realizé una modificacién de la técnica de Smith y col (1990).
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La pieza tumoral se disec6 en pequeiios fragmentos de 1-2 mm que se incu-
baron con colagenasa (5 mg/ml en DMEM 10%) (Mc Divitt y col., 1984) a 37°C
con agitacion permanente durante 40-45 minutos. Luego se tomé el
sobrenadante, se lo centrifugd 5 min a 1000 rpm, se resuspendid el precipitado
en 10 ml de DMEM 10 %, inactivando asi la accién enzimatica. Los restantes
trozos de tumor se volvieron a incubar otros 40 minutos a 37°C con agitacion
permanente con el sobrenadante de la solucién de colagenasa.

Por dltimo, se adicionaron los 2 fracciones y se centrifugaron 5 minutos a
1000 rpm. Se hicieron 3 lavados en total con DMEM 10%. Finalizados los
lavados se resuspendio el precipitado en 5 o0 10 ml de DMEM 10 % (dependien-
do del tamario de la muestra) y se sembré en frascos T25 en incubador a 37°C
con 5% CO..

¢ Comparacién del método de colagenizacién por dos periodos de 45
minutos o uno de 24 horas para digestion enzimatica

Se realizé6 una modificacién de la técnica de colagenizacién tumoral de
Owens y col (1976).

Como en el punto anterior, las muestras fueron lavadas tres veces en
DMEM/ F12 adicionado con antibiético-antimicético y fragmentadas en trozos
de 1-2 mm (descartandose el tejido fibroso, adiposo o necrosado). Los
fragmentos se colocaron en frascos T25 y se les adicioné 5 miffrasco de
colagenasa 1 mg/ml. Se dejé incubar por aproximadamente 24 horas en
incubador a 37°C con 5% de CO..

Pasado ese tiempo, se pipeted vigorosamente el contenido del frasco para
disgregar los acimulos grandes que podian haber quedado.

Se realizaron tres lavados y el ultimo precipitado fue resuspendido en
DMEM 10 %. Se incubé a 37°C con 5% de COa..
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¢ Evaluacién de la capacidad de adhesidén

Existen en el mercado diversos productos que permiten identificar o aislar un
tipo celular determinado de un cultivo primario. Por ejemplo: medios de cultivo
especificos, placas inhibidoras de una clase histolégica de células, etc.

Con el fin de determinar si los cultivos primarios con los cuales estabamos
trabajando poseian o no un alto porcentaje de células epiteliales, se procedi6 a
sembrarlas en placas de 35x10 mm para cultivos primarios inhibidoras del
crecimiento de fibroblastos (Primana - Falcon).

¢ Evaluacién del efecto de hidrocortisona (F), triiodotironina (T3

transferrina (TR) sobre el crecimiento de cultivos primarios

La bibliografia cita entre las hormonas mas importantes para el crecimiento
celular a la hidrocortisona, triiodotironina y transferrina (Smith y col., 1990; Band
y col., 1988; Moore y col., 1987).

El cultivo primario a confluencia se tripsiniz6é durante 10-15 minutos con 0,25
% tripsina-0,025 % EDTA. Se le agreg6 DMEM 10% para inhibir la accién pro-
teolitica de la enzima y se centrifugé 10 minutos a 1000 rpm. Se resuspendieron
las células en el mismo medio de cultivo, se contaron en un hemocitometro y se
sembraron en placas de 96 pozos (5000 células/pozo).

Las células fueron incubadas con DMEM 10% conteniendo hidrocortisona
0,3 uM, triiodotironina 10 nM y transferrina 10 ng/ml (a este medio se lo llamé
MTC 10 %), Se realizaron octuplicados para cada incubacién, los cambios de
medio fueron diarios durante tres dias con el agregado de timidina tritiada en las
ultimas 24 horas del ensayo (actividad especifica 20 Ci/mmol y 0,2 pCi/pozo).

La estimacidn de su incorporacion se realizé cosechando las células en fibra de
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vidrio mediante un cosechador automatico y contando los filtros en un contador
de centelleo liquido.

Se comparé la proliferaciéon celular en todas las incubaciones estimandola
como el porcentaje de incorporacién de timidina tritiada con respecto al ensayo
control.

Se analizaron los resultados mediante Analisis de la Varianza (ANOVA) de
un factor seguido del Test de Comparaciones Multiples Tukey-Kramer
(***p<0.001).

El ensayo se repitid6 con tres cultivos primarios provenientes de distintos

tumores.

¢ Evaluacién del crecimiento celular modificando el porcentaje de suero
fetal bovino (SFB) en el medio de cultivo

Las células fueron sembradas de igual manera que en los experimentos an-
teriores pero con 4 concentraciones diferentes de suero (5, 10, 15y 20 %) sien-
do el control medio MTC libre de suero.

Todos los ensayos fueron analizados estadisticamente siguiendo el Test no
paramétrico Kruskal-Wallis y el Test de Comparaciones Muitiples Dunn (**
p<0.01; *** p<0.001), ya que la gran diferencia entre el valor control y los
tratados provocé la falta de homogeneidad de la varianza.
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¢ Evaluacién del crecimiento celular mediante el agregado de distintos
medios condicionados (de céluias endoteliales de vena de corddn

umbilical humano ~HUVEC- y de células epiteliales de cancer de mama
murino ~-DMBA-)

a) Con medio condicionado HUVEC:

Para la elaboracion del medio condicionado de células endoteliales
humanas de cordén umbilical (HUVEC) fue necesario pnmeramente obtener un
cultivo de estas células. La técnica que ha continuacién se describe es una
modificacién de la técnica implementada por el Dr. Daniel Bonfil, CEFYBO.

El cordén umbilical (aproximadamente unos 20 cm) fue entregado por el
Servicio de Obstetricia del Hospital Durand en un recipiente estéril y seco, sin
ningun otro liquido mas que la sangre remanente. El cultivo fue realizado el
mismo dia que se obtuvo el material, no es aconsejable conservar el cordén
mas de 24 hs. Bajo campana y en condiciones estériles se lavé la vena endote-
lial varias veces con PBS sin antibiético mediante una jeringa estéril de 10 ml
hasta que dejé de salir sangre.

Se cerr6é uno de los extremos del cordén con hilo embebido en alcohol
70%. Se inyect6 entonces una solucién de colagenasa (100 mg en medio con
10 % de suero fetal bovino) hasta que quedé hinchado. Se cerré el otro extremo
del cord6n y se dej6é reposar en una capsula de Petri seca durante 10’ a 37°C,
en una atmosfera humidificada de 5 % CO2, 95 % aire. Luego se abrieron los
extremos del cordén y se lavé varias veces con medio de cultivo DMEM 10 %
de SFB y con un 1% de antibiético-antimicético juntando todas estas fracciones.
Estas se centrifugaron todas juntas durante 5’ a 1000 rpm.

Se resuspendieron las células en medio de cultivo MTC 10 % y se
sembraron en un frasco T25 previamente tratado con gelatina. Se incub6 en
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estufa a 37°C, en una atmésfera humidificada de 5 % CO2, 95 % aire. Esta
gelatina fue preparada al 1 % en agua libre de pirégenos, calidad para cultivo y
fue autoclavada durante 30'. Se coloc6é una pelicula de esta solucién de
gelatina en un frasco T25 y se dej6 en estufa entre 1 a 2 dias. Se removi6 el
exceso antes de sembrar las células.

Segun la bibliografia consultada este tipo de cultivo requiere un 80 % de
medio 199, un 20 % de suero fetal bovino inactivado y 100 ug/ml de heparina
sodica (Lewis y col., 1973; Gimbrone y col.,, 1976; Gimbrone y col., 1978;
Maciag y col, 1981; Thorton y col, 1983). Pero hemos probado
satisfactoriamente que las células crecen adecuadamente con el medio MTC 10
%, simplificando de esta manera la metodologia ya que se utilizaria el mismo
medio de cultivo para los tumores mamarios y para este tipo de cultivo
endotelial.

Estas células endoteliales se subcultivaron de la misma manera que las
tumorales, es decir a la semana de llegar a confiuencia, pero conservando el
medio ya que el objetivo de este cultivo es obtener medio condicionado. Para
ello cada 2-3 dias se recogié el medio (cambidndolo por otro fresco), se
centrifugé 5’ a 1000 rpm para que quede libre de células y se guardé congelado
a -20°C hasta su uso.

Para evaluar el posible efecto proliferativo de este medio condicionado se
utilizé la concentracién indicada en la bibliografia (Moore y col., 1987) para este
tipo de tumores. Al medio MTC 10 % SFB se le adicioné un 30 % de medio
condicionado de células HUVEC para testear la accion del mismo.

El tiempo de incubacion fue de 5 dias.
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b) Con medio condicionado DMBA sobre células MCF-7:

Nuestro laboratorio desarrollé hace unos 2 afios una linea mamaria tumoral
murina (DMBA) que tiene la caracteristica de ser células epiteliales que crecen
muy rapidamente. Por esta razén se pensé que, tal vez, estas células pro-
ducirian algun tipo de factor de crecimiento que induciria a la divisién celular.

Para determinar si el medio condicionado producido por las células DMBA
tenia algun efecto proliferativo, se realizé un estudio utilizando la linea tumoral
humana, las células MCF-7 adicionando al medio de incubaciéon (DMEM:F12
10%SFB) un 30 % de medio condicionado de células DMBA para evaluar la

accion del mismo..

c) Con medio condicionado DMBA sobre células tumorales de cultivo primario

de mama humana:

Debido a la accién proliferativa del medio condicionado DMBA sobre las ce-
lulas MCF-7 probado en el punto anterior, se decidi6é ensayar este efecto sobre
los cultivos primarios y compararlo con el otro medio condicionado (HUVEC).

Al medio MTC 10 % SFB se le adicion6 el mismo % de medio condicionado
DMBA-1 que el utilizado con el medio HUVEC y que era probadamente efectivo.

El tiempo de incubacién fue de 5 dias.

d) Con los 2 medios condicionados (HUVEC y DMBA-1) simultaneamente:

Para determinar si el uso de ambos medios condicionados simultaneamente
tenia algun efecto proliferativo sobre las células tumorales, se incubaron células
en medio MTC 10 % con un 15 % de medio condicionado HUVEC y con un 15
% de medio condicionado DMBA.

El tiempo de incubacion fue de 5 dias.
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¢ Evaluacién del efecto de toxina colérica e isoproterenol sobre el

crecimiento de cultivos primarios de tumores de mama humana

Se sigui6 la misma metodologia que en los puntos anteriores con concentra-
ciones de toxina colérica que abarcaron desde 1 a 100 ng/ml e Isoproterenol 1
nM.

Il) Caracterizacion de las lineas celulares MH-4, MH-6 y MH-7

a) Medicion de citoqueratinas:

Para determinar el origen epitelial de las células se realizé una
inmunocitoquimica con la técnica del complejo ABC (Lanari y col., 1986)
para citoqueratinas utilizando un anticuerpo policlonal obtenido en conejos
(20622, Dako Corp., Carpinteria, CA). El anticuerpo especifico se
reemplazé con suero normal para los controles negativos. Como control

positivo se utilizaron las células de la linea MCF-7.

b) Calculo del tiempo de duplicacién:

Se sembraron 50000 células/hoyo en placas de 24 pozos en medio
DMEM/F12 con 10% SFB. Se tomaron dos muestras diarias durante 7 dias
y se contaron las células. El cambio de medio se realizé cada 2 dias.
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lll) Cultivo de lineas celulares

Las células se incubaron en medio DMEM-F12 o Leibovitz en el caso de la
linea MDA MB 231, suplementado con 2 mM glutamina, 2 ug/mi de insulina
bovina , 100 Ul/ml de penicilina-estreptomicina, 10 % SFB, 15 mM Hepes y 10 nM
estradiol. Los pasajes se realizaron una vez por semana mediante tripsinizacion.
La reaccion se detiene agregando medio de cultivo con 5% de SFB. Se sembra-
ron alrededor de 80.000 células por frasco de 25cm?.

IV) Caracterizacién hormonal de las lineas celulares establecidas:

¢ Medicién de receptores de estrégenos, progesterona y andréogenos en las
lineas MH-4, MH-6 y MH-7:

Las células fueron sembradas en placas de 24 hoyos e incubados en
medio 2% SFBA hasta casi alcanzar la confluencia, se lavaron 3 veces con PBS y
se incubaron 2 hs a 37°C en medio DMEM con concentraciones crecientes de
[*H}-E2 10 nM y DHT 3uM en presencia o ausencia de DES 3 uM. Para la
medicién de receptores de progesterona se siguié la misma metodologia
utilizando [°H}-R5020 10 nM , F 3uM y R5020 frio 3uM y para andrégenos [*H}-
R1881 4 nM, R1881 frio 3uM (Luthy y col., 1988) y acetonida de triamcinolona
1000X. Como el radioligando sintético [°H] R1881 se une tanto a los receptores de
andrégenos como de progesterona se utiliza acetonida de triancinolona para
bloquear la unién del ligando con el receptor de progesterona (Asselin y col.,
1979). Luego de la incubacioén, las células fueron lavadas 3 veces con PBS,
tripsinizadas y medida la unién en un contador de centelleo liquido. La actividad
especifica fue de 87 Cifmol.

56



Metodologla

¢ Sensibilidad de lineas MH4, MH-6 y MH-7 a estradiol, progesterona y
EGF:

Los experimentos de sensibilidad fueron realizados en medio RPMI 1640
sin rojo fenol con 2% de suero fetal bovino adsorbido con carbdn (SFBA), glutami-
na 2 mM, penicilina 100 Ul/ml, estreptomicina 100 ug/ml, anfotericina B 250 ng/mi
y Hepes 15 mM.

Las células fueron sembradas en placas de Petri de 96 pozos (5000
células/ pozo). Después de 48 horas se cambié el medio y se adicionaron
concentraciones crecientes (0.1 pM a 10 nM) de las diferentes hormonas y 0.2 pCi
de timidina tritiada por pozo. Luego de 24 hs de incubacién las células fueron
cosechadas y los flitros fueron contados en un contador de centelleo liquido.

V) Sensibilidad a compuestos adrenérgicos:

Las células fueron sembradas de la misma manera que en el punto
anterior.
Después de 48 horas se cambi6 el medio y se agregaron los agonistas y antago-
nistas adrenérgicos. Todas las soluciones de estos compuestos fueron prepa-
rados en acido ascérbico 10 mM, congeladas y diluidas inmediatamente antes de
su uso. Los antagonistas fueron agregados 20 minutos antes de los agonistas.
Los tratamientos fueron realizados durante 24 hs.

Vl1) Incubacién de células MCF-7 con compuestos adrenérgicos para evaluar
la proliferacidn y el contenido de AMPc intra y extracelular

Para estudiar la respuesta de las células MCF-7 a los diferentes
compuestos adrenérgicos se procedié de la siguiente manera: se utilizé6 medio
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RPMI sin rojo fenol, con 2% SFB adsorbido con carbén, 2 mM glutamina, 100
Ul/ml de penicilina, 100 pg/ml estreptomicina y 15 mM Hepes. Como los
compuestos adrenérgicos fueron preparados de igual manera que el punto IV. Se
sembraron 7500 células MCF-7/hoyo en placas de 24 celdas para AMPc y 5000
células/hoyo para proliferacion. La incubaciéon fue de 4 dias, con cambios de
medio diarios. Una vez finalizado el expermento, se midié la incorporacion de
timidina tritiada agregada 24 hs antes en las placas de proliferacion. En las placas
de AMPc se agregaron 100 pl de teofilina 1 mM a 1 ml de medio de incubacion.
Se hirvieron los tubos durante 10 min y se centrifugaron a 1000 rpm. Las células
fueron tratadas con agua destilada (500 ml) y 100 ml de teofilina 1 mM.

Se congelaron y descongelaron 3 veces antes de resuspender mediante
movimientos circulares.

Tanto el medio como las células fueron conservados a -20°C hasta el

momento de la mediciéon del AMPc.

VIl) Medicién de niveles intra y extracelulares de AMPc en células MCF-7

Para medir AMPc se utiliz6 una modificacién del método de Pignataro y
Ascoli (Del Punta y col., 1996). Se medi6 AMPc con el anticuerpo anti AMPc de
Chemicon Int contra succinil-AMPc. Se acetilaron las muestras utilizando 100 ml
de dilucién apropiada del medio o preparacion celular y agregandoles 5 mi de una
mezla anhidrido acético-trietlamina (1:2 vA) para aumentar la afinidad por el
anticuerpo. Luego se le agregaron 25.000 cpm de ['Zl}-tirosil metil éster de
succinil AMPc y 100 mi de dilucién 6ptima de anticuerpo. Luego de 16 hs a 4°C se
separaron el AMPc libre del unido mediante precipitaciéon con solucién de BSA 2%
en buffer acetato 50 mM, pH 6,2 y 2 mil de etanol seguido de centrifugacion a
2000 rpm durante 15 min. Se conté el precipitado en contador Gamma. La curva
control se realizé6 con AMPc disuelto en buffer acetato de sodio.
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Para evaluar el efecto de los diferentes compuestos sobre los niveles intra
y extracelulares de AMPc se utilizé el andlisis estadistico ANOVA seguido de test
muitiple de Duncan-Kramer (Dowdy y col., 1983).

Vil) Andlisis de la expresion de los distintos subtipos de receptores az-
adrenérgicos:

¢ Extraccion del ARN:

Se extrajo el ARN de las células en monocapa mediante el método de
Chomczynski y Sacchi (Chomczynski y col., 1987) con modificaciones. Las células
utilizadas fueron: MCF-7, MH-4, MH-6, MH-7, MDA MB 231, HS 578T, MDA MB
453, T 47D, SK BR 3, HBL-100 y MCF-10 A. Las células fueron lisadas en las
placas de Petri de 20 cm? por el agregado de 400 pul de GIT (4 M de tiocianato de
guanidinio, 25 mM de citrato de sodio pH 7, 0,56% sarcosil y 0,1 M de B-mercapto
etanol). Luego de recoger el lisado se le adicion6 40 pul de acetato de sodio 3M pH
4 y fenol (saturado con agua) con agitacién vigorosa luego del agregado de cada
reactivo hasta la formacién de una sola fase. Finalmente para separar la fase
organica y acuosa se agregé 120 pl de iAC (alcohol isoamilico:cloroformo 1:24).
La emulsién se incub6 10 minutos a 0°C y se centrifugé 15 minutos a 12000 rpm a
4°C. Se recupero la fase superior (acuosa) y se precipité el ARN por el agregado
de un volumen de isopropanol, incubandolo 16 hs a 0°C. Luego de centrifugar por
15 minutos a 13000 rpm a 4°C, el ARN fue resuspendido en una solucion libre de
ARNasas con SDS 0.5%, EDTA 5 mM y cuantificado sobre una alicuota
determinando su absorbancia a 260 nm. El rendimiento oscilé6 normalmente entre
15y 25 ug de ARN por millén de células y en general la relacién de absorbancias
260 nm/280 nm fue superior a 2, lo que indica un ARN libre de proteinas.
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¢ Técnica de RT-PCR sequida de Southern blot:

Se realizé la reaccion de transcriptasa reversa (RT) incubando 5 ng de
cada RNA total con 400 unidades de transcriptasa reversa Superscript RNAsa H”
(GIBCO/BRL) con hexameros al azar. Los primers utilizados en la PCR para cada
subtipo de receptor az-adrenérgico fueron construidos segtin la descripcion de
Eason y col. (Eason y col., 1993). Los primers para el a>C10 fueron: 5'-
AAACCTCTTCCTGGTGTCTC-3' (sense) y 5-AGACGAGCTCTCCTCCAGGT-3'
(antisense) y proveen amplificacién de 691 pb; los del receptor a>-C4 fueron: 5'-
GTGGTGATCGCCGTGCTGAC-3'(sense) y §5-CGTTTTCGGTAGTCGGGGAC-3'
(antisense), amplifican una secuencia de 574 pb. Los correspondientes al subtipo
oar-C2 fueron: 5-CCTGGCCTCCAGCATCGGAT-3° (sense) y 5-
CAGAGCACAAAAACGCCAT-3' (antisense) y amplifican una secuencia de 630
pb. Se encargaron los primers a DNAgency, PA, USA. Se utlizaron como
controles positivos cDNA humanos para estos receptores insertados en los
vectores pBC12BI y PUC 18 que ya han sido descriptos previamente (Kobilka y
col., 1987; Regan y col., 1988; Lomasney y col., 1990). Para detectar una posible
contaminacién de DNA genémico en las muestras de RNA se eligieron primers
para B-actina cuyo producto abarca un intrén (Nakajima-Lijima y col., 1985) y
entonces provee un producto 110 pb mayor que lo que ocurriria si el DNA fuera
transcripto  desde RNA. Los primers  utlizados  fueron: 5-
ATCATGAAGTGTGACGTGGAC-3' (sense) y 5'-AACCGACTGCTGTCACCTTCA-
3’ (antisense).

Para la amplificacion del cDNA , se diluyé cada reaccién de RT en un buffer
conteniendo Tris-HCI 20 mM pH 8.8, KCI 10 mM,(NH4).SO4, 10 mM, 0,1% Triton
X-100, MgSO4 4 mM, 20 uM de cada uno de los primers (sentido y antisentido)
indicados, 200 uM de los dANTP y 5§ unidades de Taq DNA polimerasa.
Adicionailmente se agregé 10% de dimetilsulfoxido. Se utilizé un equipo Perkin-
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Elmer 33 ciclos de 1 minuto a 94°C, 50 segundos a 55°C y 30 segundos a 72°C.
Se analizaron los productos de PCR por electroforesis en gel de agarosa 2% con
bromuro de etidio.

Para darle una mayor validez al ensayo , al producto de la PCR se realiz6 a
continuacién de ella un Southem blot utilizando como sondas los DNAc que se
habian elegido como controles positvos como se habia mencionado
anteriormente. Estos oligonucleétidos fueron marcados por la técnica de random
primers utilizando kits comerciales (Bio Rad, BRL o Pharmacia) y dATP o dCTP-
(®P). En general, la incorporacién del dNTP-(*P) oscilé entre 60-85%. La sonda
fue desnaturalizada por calentamiento a 100°C durante 10 minutos, enfriada a
0°C e immediatamente aplicada al buffer de hibridizacién. En todos los casos la
actividad especifica de la sonda fue >10° cpm/pg. Los filtros fueron lavados,
secados y expuestos a Hyperfilm de Amersham.

Para la deteccién de los subtipos a y B del receptor de estrégenos se
utilizaron los primers cedidos por el Dr. Van Luu-The (Centro de Investigacion de
Endocrinologia Molecular y Oncologia, Laval University, Quebec, Canada). Para
el tipo a: 5'- GGGCTCGAGCTGCTGGCTACATCATCTCGGTTCCG-3'y
5'-GGGGAATTCGGGCCAGCCGCTGGTGCTGCTGCTGCAG-3', amplificando
un fragmento de 254 pb. Para el subtipo B: 5-GGGCTCGAGCTCCTGGCAACT-
ACTTCAAGGTTTCG-3' y 5-GGGGAATTCTAGCCAGGCGCATGGATTGCTG-
CTGGGA-3', que ampilifica un fragmento de 250 pb. Como controles positivos
se utlizaron ANDc de cada tipo de receptor, mientras que como controles
negativos se considerod la incubacion con los primers en ausencia de ADNc.

Se utilizé un equipo Perkin-Elmer 35 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a
55°C y 1 minuto a 72°C.

Dado que los productos de la RT-PCR para los receptores a y g eran de un
tamario aproximadamente similar (250 y 254 bp), se procedié a corroborar el
producto de la PCR realizando cortes con enzimas de restriccion.
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Para el producto del subtipo aRE se utiliz6 la enzima Pst | que no
produce cortes en el subtipo BRE (se obtiene una banda de 171 pb) y para este
dltimo la enzima Hpa I, que da como resultado dos fragmentos (de 142 y 108
pb), mientras que no altera al producto del subtipo aRE.

Para la deteccion del receptor de EGF se utilizaron los primers cedidos por
el Dr. Alejandro Mladovan (IBYME) y se siguieron condiciones similares de PCR
que las descriptas para la medicion de los receptores adrenérgicos. Los primers
utilizados fueron: 5-CCGATATCTCGAGACCGGACGACAGGCCAC-3' (sense)
y 5'- CCACTAGTGAAGCTTGCACTTGTCCACGC-3' (antisense).

IX) Estudios de unién a ligando radioactivo:

Las células fueron incubadas en medio RPMI o Leibovitz con 2% de SFBA
hasta casi confluencia en placas de 24 hoyos. Luego se efectuaron 3 lavados con
buffer TME (Tris-HCI 50 mM, MgCl, 10 mM, EDTA 1 mM, pH=7,4). Se incubaron
las células con [*H}-rauwolscina (0.05-15 nM) en un volumen final de 0,25 ml a
37°C por 30 min. La unién no especifica se evalué mediante incubacién paralela
con WB4101 50 mM. La reaccion fue detenida mediante 3 lavados con buffer
TME. Se agregd 2 mi de liquido centellante sobre las células. Pasados
aproximadamente 10 minutos se recogié el centellante y se midié la radiactividad
en contador de centelleo liquido.

Los estudios de competencia fueron semejantes a los ya descriptos de saturacién
usando concentraciones de [°H}-rauwolscina cercanas a su Kd para cada uno de
los subtipos de receptor y diferentes concentraciones de competidores.

El analisis estadistico utilizado fue ANOVA seguido de test multiple de
Tukey-Kramer.
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X) Ensayos de regulacion

Las células se sembraron placas de 24 hoyos y se incubaron por 24 0 48
hs con EGF, IGF-l o TGFp,. Posteriormente se evalué la presencia del receptor
mediante ensayos de unién de [°H}-rauwolscina como se describié en el punto
anterior.

Todos los ensayos fueron estudiados mediante el andlisis estadistico de
ANOVA seguido del test multiple de Tukey-Kramer.
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Desarrollo de cultivos primarios

Con el objetivo de establecer las condiciones adecuadas de cultivo primario,
se evaluaron diferentes condiciones en 10 muestras de tumores primarios de
mama humana. Se trataba de muestras muy pequerias ya que a los tumores ya
pequenos, se les habia tomado una parte importante para realizar todas las
determinaciones de rutina para las pacientes.

La modificacion a la técnica de colagenizacion tumoral de Owens y col.
(1976), que denominamos digestién enzimatica por 24 hs resultdé ser mas eficaz
con respecto a los tiempos requeridos para obtener un cultivo pnmario en con-
fluencia que el método de colagenizacion con 2 periodos de 45 minutos.

En la mayoria de las muestras evaluadas, aproximadamernite a las 4 hs de sem-
brado se observaron células adheridas al frasco y a las 24-30 hs colonias y acu-
mulos tipicos de células epiteliales.

El pnmer cambio de medio se efectud en general a las 48 hs y el primer sub-
cultivo se realizé entre los 9 y 11 dias desde la siembra. El agregado de
colageno o gelatina a las botellas de cultivo no modificd el porcentaje de células
adheirdas. No se han encontrado diferencias entre las dos colagenasas
utilizadas (tipo Il y IV). Ambas permitieron una adecuada digestion del tejido
tumoral y no se han observado grandes acumulos de células por lo que no fue
necesaria una filtracion. Posteriomente se evalué el agregado al medio de
cultivo de hormonas importantes para el crecimiento como hidrocortisona,
triiodotironina y transferrina. Ninguno de estos compuestos por separado
modificé la incorporacién de timidina tritiada pero si lo hizo la adicién simultanea
de los tres (DMEM 10% SFB: 100 + 2.3; DMEM 10% SFB+F+T3+TR: 126.43 +
1.11) (fig.6). A este medio completo se lo llamé MTC 10%.
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FIG. 6: EFECTO DEL AGREGADO DE DIFERENTES COMBINACIONES DE HIDRO-
CORTISONA (F), TRIIODOTIRONINA (T3) O TRANSFERRINA (TR) A CULTIVOS
PRIMARIOS.

Los valores se expresan como porcentajes con respecto al valor control y son representativos
de 3 cultivos primarios diferentes. **p<0.01, ***p<0.001 con respecto al valor control, analizado
por ANOVA seguido del Test Multiple Tukey-Kramer.

El porcentaje de suero apropiado para un cultivo celular es bastante
variable si uno consulta la bibliografia, oscilando entre el 0.5 (Smith y col.,
1990), 10 (Siwek y col., 1998), y el 20 % (Moore y col., 1987). Debido a esta
variabilidad y al costo del mismo se estudi® en nuestro sistema cual era la
minima cantidad de suero apropiada utilizando ahora el medio de cultivo
enriquecido MTC. La utilizacién de suero fetal bovino inactivado ocasiond un
importante aumento de la proliferacién celular (fig.7), siendo estadisticamente
significativo (comparado con el control con 0 % de SFB) a partir de un 10 % de

SFB.
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FIG. 7: EFECTO DE DIFERENTES PORCENTAJES DE SUERO FETAL BOVINO EN
EL MEDIO MTC A CULTIVOS PRIMARIOS.

Los valores se expresan como porcentajes con respecto al valor control y son representativos
de 3 cultivos primarios diferentes. *p<0.01, ***p<0.001 con respecto al valor control, analizado
por ANOVA seguido del Test Mditiple de Tukey-Kramer.

Al comparar los efectos producidos con porcentajes de SFB de 10, 15y 20
observamos que no son diferentes entre si (10 %: 1067 + 17.42; 15 %: 1097 +
21.55; 20 %: 1072 + 14.54 expresados como porcentaje con respecto al control:
100 + 4.26 con 0 % de SFB) por lo que en la practica resultaria indistinta la
utilizacion de cualquiera de ellas siempre y cuando el porcentaje de SFB no
disminuya del 10 %.

Habia sido descripto que la incubacién de los cultivos primarios con medios
condicionados de células de cultivo primario de corddén umbilical humano
(HUVEC) o con una combinacién de medios condicionados de diferentes
células mejoraba notablemente la calidad de los mismos (Smith y col., 1990). A
pesar que en la linea MCF-7 el agregado de un 10 % hasta un 30 % del medio
condicionado de una linea proveniente de un tumor de mama inducido en una
rata por dimetilbenzantraceno (DMBA) provocé un aumento de la incorporacién
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de timidina tritiada (control: 100 + 2.7; 10 % DMBA: 130 + 6.6; 30 % DMBA: 112
+ 4.3), en los cultivos primanios ni este medio condicionado (fig.8, panel A) ni el
medio condicionado de células HUVEC (fig. 8, panel B) aumentaron significati-
vamente la proliferaciéon celular ni ain variando las concentraciones de SFB.
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FIG. 8: EFECTO DEL AGREGADO DEL 30% DE MEDIO CONDICIONADO DE
CELULAS DMBA (PANEL A) O DE CELULAS HUVEC (PANEL B) CON
CONCENTRACIONES CRECIENTES DE SUERO FETAL BOVINO A CULTIVOS
PRIMARIOS.

Los valores se expresan como porcentajes con respecto al valor control (MTC 10% SFB) y son
representativos de 3 cultivos primarios diferentes. Fueron analizados estadisticamente con el
Test no paramétrico de Kruskal-Wallis y el Test de Comparaciones Multiples de Dunn.
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Para un 10 % de SFB los valores obtenidos fueron: MTC 10 %: 100 + 1.92;
DMBA 10 %: 101.01 £ 2.45; HUVEC 10 %: 98.72 + 2.71.

Los resultados obtenidos con el uso simultaneo de un 15 % de cada medio
condicionado tampoco estimularon significativamente la incorporacioén de timi-
dina tritiada: MTC 10 %: 100 + 1.92; DMBA + HUVEC: 114 + 2.1.

También se habia descripto que la adicion de sustancias que aumenten la
concentracion de cAMP era favorable para el cultivo de las células (Silberstein y
col., 1984), pese a que se habia descripto que las mismas eran inhibitorias del
crecimiento de células MCF-7 (Cho Chung y col., 1974, 1981). El agregado de
toxina colérica (TX) o de isoproterenol (ISO) al medio de cultivo inhibieron
significativamente la proliferacion (MTC 10 % (Control): 100 + 14.3; TX 1 ng/mi:
57.3+£3.3; TX50 ng/ml: 45.4 £ 6.6; ISO 1 nM: 68.13 * 3.6) (fig.9).

Suponemos que el medio MTC 10 % SFB es de por si lo bastante completo
como para provocar un crecimiento celular maximo que no puede ser aumen-
tado con el agregado de ninguna otra sustancia.

150+

= Control
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FIG. 9: EFECTO DE CONCENTRACIONES CRECIENTES DE TOXINA COLERICA E

ISOPROTERENOL EN EL MEDIO MTC A CULTIVOS PRIMARIOS.

Los valores se expresan como porcentajes con respecto al valor control y son representativos
de 3 cultivos primarios diferentes. *p<0.05, ***p<0.001, analizado por ANOVA seguido del Test
Multiple de Tukey-Kramer.
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Por medio de una colagenizacién suave durante 24 hs y la utilizacion del
medio MTC 10 % SFB se llevaron a cabo 10 cultivos primarios de tumores de
mama humanas de un total de 13 muestras (77 % de éxito).

Al dia de la fecha se han logrado establecer siete lineas celulares
provenientes de siete diferentes tumores de mama humana, tres de las cuales
fueron caracterizadas.

Estas lineas se denominaron MH-4, MH-6 y MH-7.

Caracterizacidn de lineas celulares
Estas lineas poseen un fenotipo epitelial, citoqueratina positivas (fig. 10-13)
y son capaces de crecer en agar blando. El tiempo de duplicacién estimado fue

de: 43.47 hs para la linea MH-4, 39.12 hs para MH-6 y 49.63 hs para MH-7.

Poseen receptores para estrogenos, progesterona, andrégenos (tabla 1) y
EGF (fig. 14).

Estradiol Progesterona | Andrégenos
MH4 27.79+1.93 11.46 £ 1.52 1.99+0.33
MH-6 36.33+1.17 5.39+2.06 11.71 £ 2.21
MH-7 32.60 + 0.48 29.32 + 6.1 14.95 + 2.42

TABLA 1: MEDICION DE RECEPTORES POR UNION A HORMONA

MARCADA.

Los valores se expresan como fmol/10° células.
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FIG. 10 : LINEA CELULAR MCF-7.
Panel A: aspecto general, 40X.
Panel B: Tincién para citoqueratinas, 400X.
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FIG. 11: LINEA CELULAR MH-4.
Panel A: aspecto general, 40X.
Panel B: Tincién para citoqueratinas, 400X.
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FIG. 12: LINEA CELULAR MH-6.
Panel A: aspecto general, 40X.
Panel B: Tincién para citoqueratinas, 400X.
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FIG. 13: LINEA CELULAR MH-7.
Panel A: aspecto general, 100X.
Panel B: Tincién para citoqueratinas, 400X.
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Se evalu6 ademas por RT-PCR que subtipo de receptor estrogénico se
hallaba presente. Las tres lineas poseen tanto el subtipo o del receptor como
(fig. 15).

< @ g
T T T
= = =

FIG. 14: DETERMINACION POR LA TECNICA DE RT-PCR DE LA PRESENCIA DE
RECEPTORES PARA EGF.

Las tres primeras calles corresponden a las lineas estudiadas y la cuarta es el marcador de
peso molecular.

Dado que los productos de la RT-PCR para los receptores a y  eran de un
tamano aproximadamente similar, se procedié a corroborar el producto de la
PCR realizando cortes con enzimas de restriccion.

Para el producto del subtipo oRE se utilizé la enzima Pst | que no produce
cortes en el subtipo BRE y para este ultimo la enzima Hpa Il, que da como
resultado dos fragmentos, mientras que no altera al producto del subtipo aRE.
Las bandas obtenidas luego de la digestion (fig 15, panel B y C) permitieron

asegurar la presencia de ambos subtipos de RE en todas las lineas estudiadas.
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BESES

254 bp
250 bp

B Pst I 250 bp

171 bp

254 bp

142 bp
108 bp

FIG 15: DETERMINACION DE LOS SUBTIPOS o Y B DE RECEPTORES DE
ESTROGENOS POR LA TECNICA DE RT-PCR.

Panel A: el producto para el subtipo a es de 254 pb y para el subtipo 5 de 250pb. Panel B:
resultado luego de la digestién con la enzima Pstl y panel C: resultado de la digestién con la
enzima Hpa Il. Los controles positivos fueron la linea MCF-7 y ADNc preparados para cada tipo
de receptor. Los controles negativos se llevaron a cabo sin el agregado de ADNc.
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FIG. 16: EFECTO DE CONCENTRACIONES CRECIENTES DE ESTRADIOL (PANEL
A) Y PROGESTERONA (PANEL B) EN LA LINEA CELULAR MH-4 (M), MH-6 (A) Y
MH-7 (@).

Los valores se expresan como porcentajes con respecto al valor control. *p<0.05, *p<0.01 y
***n<0.001 con respecto al valor Control, analizado por ANOVA seguido del Test Multiple de
Tukey-Kramer.

Dado que las lineas celulares expresaban receptores de estrogenos,
progesterona y EGF, se estudid su respuesta a estos compuestos (fig. 16, panel
Ay B; fig. 17.

Tanto el estradiol como la progesterona provocaron un aumento de la
proliferacion en las tres lineas. Para estradiol los ECso fueron los siguientes:
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MH-4: 92.4 pM; MH-6: 53.1 pM y MH-7: 1.51 nM. Para progesterona: MH-4:
30.1 pM; MH-6: 40.1 pM y MH-7: 7.01 pM.

También EGF indujo un aumento en la incorporacion de timidina tritiada a
partir de una concentracion de 5 ng/ml para las lineas MH-4 y MH-7 y de 10
ng/ml para MH-6.

-

H
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1
1

120+

-

o

o
1

[*H]-Timidina incorp (%)

0 5 10 20 50 100 EGF(ng/ml)

FIG. 17: EFECTO DE CONCENTRACIONES CRECIENTES EGF EN LA LINEA
CELULAR MH-4 (H), MH-6 (A) Y MH-7 (®).

Los valores se expresan como porcentajes con respecto al valor Control. *p<0.05, *p<0.01 y
***n<0.001 con respecto al valor control, analizado por ANOVA seguido del Test Mdltiple de
Tukey-Kramer.
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Analisis de la expresidn de los diferentes subtipos de receptores
as-adrenérgicos en células tumorales y no tumorales de mama

humana

Por RT-PCR sequida de Southern-blot:

Se habian realizado experimentos preliminares que permitian sospechar la
presencia de receptores az-adrenérgicos en células de cancer de mama humana.
Por lo tanto, se quiso analizar la expresidn de los diferentes subtipos de estos
receptores en diferentes lineas humanas tumorales y no tumorales.

Se estudiaron las lineas tumorales de mama humana: MCF-7, MH-6, MH-7,
MDA MB 231, HS 578T, T47D, SK BR3, MDA MB 453 y las no tumorales MCF-10
Ay HBL-100.

Se extrajo el ARN total de las diferentes lineas celulares antes indicadas de
la forma descripta en Metodologia. Se obtuvieron los ADNc por transcripcién
reversa, segun se detalla en ese capitulo. Para amplificar cada subtipo de receptor
az-adrenérgico se utilizaron los primers descriptos por Eason y col. (Eason, 1993).
Estos primers amplifican una secuencia de 691 pb para el sutipo C10, 574 pb para
el C4 y 630 pb para el C2. Como controles positivos se utilizaron ADNc para estos
receptores clonados en plasmidos (cedidos gentilmente por Dr. J. Lefkowitz, Duke
University) (fig 18).

La validez de los resultados obtenidos de la RT-PCR fue corroborada
mediante un posterior Southem blot donde los productos de la PCR hibridizaron
marcadamente con los oligonucleétidos marcados (fig 19). Solamente dos lineas
expresaron un unico subtipo de receptor, la linea MDA MB 231 el subtipo C2 y la
HS 578T, el C10. Las células T47D y MDA MB 453 son las unicas que poseen los
3 subtipos. La mayoria de las lineas estudiadas tanto tumorales como no
tumorales expresaron los sutipos C2 y C4 conjuntamente. En ningun caso se
encontré una linea que solamente posea el subtipo C4 o la combinacién C4-C10.
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1 23 4 5 6 7 8 9 10 1112 13

Cc2 <« 630

C4 < GAPDH

« 574

FIG 18: DETERMINACION DEL SUBTIPO DE RECEPTOR «,-ADRENERGICO EN
DIVERSAS LINEAS DE MAMA HUMANA POR LA TECNICA DE RT-PCR.

Calle 1: control positivo, 2: MH-6, 3: MH-7, 4: MCF-7, 5: HT-29 (utilizada como control positivo
para el subtipo C10), 6: MCF-10 A, 7: HBL-100, 8: HS 578 T, 9: T47 D, 10: MDA MB 231, 11: MDA
MB 453, 12: SK Br3 y 13: marcador de peso molecular.
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Los receptores az-adrenérgicos no poseen intrones. Por lo tanto, la
expresion encontrada podia tratarse de una contaminacién con ADN genémico.
Para descartar esa posible contaminacion de ADN gendmico se utilizaron como
control primers de B-actina cuyo producto abarca un intrén, diferenciando asi el

producto amplificado de ADNc o de ADN gendmico.



Resultados

B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

FIG 19: SOUTHERN BLOT PARA RECEPTOR «,-ADRENERGICO PARA SUBTIPO C2
(PANEL A), C4 (PANEL B) Y C10 (PANEL C).

Calle 1: MH-6, calle2: MH-7, calle 3: MCF-7, calle 4: MCF-10 A, Calle 5: HBL-100, calle 6: HS
578T, calle 7: T 47D, calle 8: MDA MB 231, calle 9: MDA MB 453, calle 10: SK Br3, calle 11:
control.
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No se encontré6 contaminacion con ADN genémico como lo demostrd el
ensayo con f-actina donde solamente se amplificé un producto de 444 pb

obtenido del ADNc producido por RT a partir del ARN (fig 20).

123456 78 9101112131415

P,

FIG. 20: EXPRESION DE B-ACTINA POR RT-PCR.
La calle 1: ADN, 2: Hela, 3: HT-29, 4: MH-4, 5: MH-6, 6: MH-7, 7: MCF-7, 8: MCF-10 A, 9: HBL-
100, 10: HS 578T, 11: T 47D, 12: MDA MB 231, 13: MDA MB 453, 14: SK BR3 y 15: 100 pb DNA

Ladder.
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Andlisis de Scatchard:

Para analizar si la expresion descripta anteriormente se correlacionaba
con la presencia de proteinas con capacidad de unir los ligandos descriptos
para estos receptores, se estudio la union a [*H]-rauwolscina tritiada.

Por analisis de Scatchard se han determinado las constantes de afinidad
(Ka) para cada linea estudiada. Para la linea MDA MB 231 que expresa Gnica-
mente el subtipo C2 fue de 0.038 nM™' y de 0.065 nM™ para Ia linea HS 578T
que expresa C10 (tabla 2).

linea Ka ("M Q (fmol/10°cel)
MCF-7 0.0479 + 0.0071 | 171.20 +39.37
MH-6 0.0560 +0.00491 | 28.13 +6.75
MH-7 0.0773+0.0164 | 105.90 + 25.40

MDA MB 231 0.0385 + 0.0100 68 + 19.72
HS 578T 0.0657 £ 0.00387 14.96 + 3.01
MCF-10 A 0.0596 + 0.00708 32.06 + 6.07
HBL-100 0.0799 + 0.00255 31.51+2.05

TABLA 2: VALORES DE K, Y Q OBTENIDOS POR ANALISIS DE
SCATCHARD PARA LAS DIFERENTES LINEAS CELULARES.

No se han podido diferenciar por analisis de Scatchard los dos subtipos
presentes (C2 y C4) en el resto de las lineas (fig 21). Por bibliografia se conoce
que los valores de K, para los subtipos C2 y C4 no son lo suficientemente
distintos como para poder discemirlos por este tipo de analisis. Los valores de
Ka obtenidos para estas lineas oscilé entre 0.047-0.079 nM'. Se intenté
discnminar los diferentes sitios de unién mediante el programa Ligand, pero la
similitud de los K, lo impidi6é
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FIG 21: ANALISIS DE SCATCHARD PARA LAS DIFERENTES LINEAS DE MAMA

HUMANA.
Los valores de rfueron los siguientes: MH-6: 0.97; MCF-10 A: 0.98; HBL-100: 0.86; HS 578T:

0.88; MDA MB 231: 0.85; MCF-7: 0.90; MH-7: 0.88.
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Especificidad del receptor. Andlisis de competencia:

Se determiné la especificidad de estos receptores mediante ensayos de
competencia. El ensayo se realizd en todas las lineas celulares que habian sido
evaluadas por RT-PCR y con 3 concentraciones diferentes (10, 50 y 100 uM)
del competidor. Para una mayor claridad sélo se han graficado las lineas mas
representativas: MDA MB 231 que expresa sélo el subtipo C2 (fig 22), HS 578T
que expresa el subtipo C10 (fig 23), las lineas MCF-7 (fig 24), MH-6 (fig 25) y
MH-7 (fig 26), que expresan los subtipos C2 y C4, y las lineas no tumorales
HBL-100 (fig 27), y MCF-10 A (fig 28).

Se puede apreciar en estas figuras, una mayor afinidad por los compuestos
agonistas o0 antagonistas a-adrenérgicos como fentolamina, az- como
yohimbina, rauwolscina, UK 14304 y oximetazolina. Prazosin y WB 4101, que
tienen una alta afinidad por los subtipos C2 y C4, produjeron un importante
desplazamiento en las lineas MCF-7 (altamente significativo), MDA MB 231 y
HBL-100, mientras que en HS 578, que solo expresa C10, sus efectos fueron
mas leves.

Un resultado importante de destacar es el efecto producido por los agentes
oy (fenilefrina) y p adrenérgicos (isoproterenol). El aumento de unién que estos
produjeron sélo se obtuvo con las lineas tumorales, no asi con las no tumorales
HBL-100 y MCF-10 A, donde estos compuestos no ocasionaron ningun despla-
zamiento.

En el caso de la dopamina solamente se obtuvo un desplazamiento signifi-
cativo con las células MCF-7 y un aumento de la unién con la linea HS 578T.
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FIG 22: EXPERIMENTOS DE ESPECIFICIDAD DE RECEPTOR.
Ensayos de unién a ligando radioactivo(4nM) en presencia de diferentes compuestos
adrenérgicos no marcados en la linea MDA MB 231.
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FIG 23: EXPERIMENTOS DE ESPECIFICIDAD DE RECEPTOR.
Ensayos de unién a ligando radioactivo(4nM) en presencia de diferentes compuestos
adrenérgicos no marcados en la linea HS 578T.
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FIG 24: EXPERIMENTOS DE ESPECIFICIDAD DE RECEPTOR.
Ensayos de unién a ligando radioactivo(4nM) en presencia de diferentes compuestos

adrenérgicos no marcados en la linea MCF-7.
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FIG 25: EXPERIMENTOS DE ESPECIFICIDAD DE RECEPTOR.
Ensayos de unién a ligando radioactivo(4nM) en presencia de diferentes compuestos
adrenérgicos no marcados en la linea MH-6.
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FIG 26: EXPERIMENTOS DE ESPECIFICIDAD DE RECEPTOR.
Ensayos de unién a ligando radioactivo(4nM) en presencia de diferentes compuestos
adrenérgicos no marcados en la linea MH-7.
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FIG 27: EXPERIMENTOS DE ESPECIFICIDAD DE RECEPTOR.
Ensayos de unién a ligando radioactivo(4nM) en presencia de diferentes compuestos

adrenérgicos no marcados en la linea HBL-100.

92




Resultados

A o.-agonistas
125 ¢ Clo
v UK
1004 + Epi
g ol
c
S 754
R
60-
25 u {
0 50 100
Concentracion (M)
B a-antagonistas
4 Fentol
* Yoh
v RW
+ WB
s Praz
Concentracién (M)
c no o -adrenérgicos
¢ Fenil
v Iso
. Prop
= Dopa

Concentracion (pM)

FIG 28: EXPERIMENTOS DE ESPECIFICIDAD DE RECEPTOR.
Ensayos de unién a ligando radioactivo(4nM) en presencia de diferentes compuestos
adrenérgicos no marcados en la linea MCF-10 A.
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Funcionalidad del receptor. Respuesta bioldgica:

Efecto de compuestos aj-adrenérgicos:

Se evalud posteriormente el efecto bioldgico de estos receptores respecto
de la proliferacion en las lineas de mama humana: MCF-7, MH-6, MH-7, HBL-
100, MDA MB 231, MCF-10 Ay HS 578 T.

La proliferacién celular fue evaluada por incorporacion de timidina tritiada y
corroborada contando las células en un ensayo paralelo. Los agonistas as-
adrenérgicos clonidina y oximetazolina (por el que el receptor C10 tiene mayor
afinidad) indujeron la proliferacién celular tanto en las lineas tumorales como las
no tumorales. Los valores de ECso obtenidos fueron: MCF-7: 7.7 fM; MH-6: 18.8
fM; MH-7: 19.5 fM; HBL-100: 2.37 pM; MCF-10 A: 82.1 pM y HS 578T. 47.4 fM.
En la linea MDA MB 231, clonidina aumento este parametro con un pico de 45.7
pM disminuyendo a concentraciones mas altas (fig.29).

El antagonista az-adrenérgico rauwolscina no provocé un aumento de la
incorporacion de timidina tritiada por si solo. En las lineas MCF-7, HBL-100,
MH-7 y MDA MB 231, en cambio, provocdé un aumento de la proliferacion
celular aproximadamente en un 20 % comparando con el valor control. Este
efecto de agonista parcial ya habia sido reportado anteriormente (Saunders y
col., 1999). En presencia del agonista, rauwolscina revirti6 la accion
estimulatoria de éste desde concentraciones tan bajas como 0.1 nM en todas
las lineas celulares (fig. 30 y 31). Los valores se expresan como porcentaje con
respecto al grupo control. En el caso del ensayo con rauwolscina sola, el grupo
control fue la incubacion sin el antagonista, y en el caso de coincubaciones con
rauwolscina mas clonidina u oximetazolina, el grupo control fue el estimulado

solamente con el agonista az-adrenérgico.
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FIG. 29: EFECTO DE INCUBACIONES CON AGONISTA «,-ADRENERGICO.

Panel A: clonidina en las lineas MH-7(), MH-6 (®), MCF- 10 A (¥) y HBL-100 (4A); panel B:
MCF-7 (4), MDA MB 231 (V) y oxymetazolina en la linea HS 587T (#). Los valores se
expresan como porcentajes con respecto al valor control. *p<0.05, *p<0.01, **p<0.001 con
respecto al valor control, analizado por ANOVA seguido del Test Multiple de Tukey-Kramer.
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FIG. 30: EFECTO DE INCUBACIONES CRECIENTES DEL ANTAGONISTA a:
RAUWOLSCINA EN AUSENCIA (A) Y EN PRESENCIA DEL AGONISTA o,
ADRENERGICO () CLONIDINA.

En las células MCF-7 (panel A), MH-6 (panel B), MH-7 (panel C) y HBL-100 (panel D).

Los valores se expresan como porcentajes con respecto al valor control. *p<0.05, **p<0.01,
***»<0.001 con respecto al valor control, analizado por ANOVA seguido del Test Mditiple de
Tukey-Kramer
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FIG. 31: EFECTO DE INCUBACIONES CRECIENTES DEL ANTAGONISTA o,
RAUWOLSCINA EN AUSENCIA (A) Y EN PRESENCIA DEL AGONISTA «,
ADRENERGICO (M) CLONIDINA.

En las células HS 578T (panel A), MDA MB 231 (panel B) y MCF-10 A (panel C).

Los valores se expresan como porcentajes con respecto al valor control. *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001 con respecto al valor control, analizado por ANOVA seguido del Test Mdltiple de
Tukey-Kramer
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Este ultimo ensayo corrobora la idea de que el efecto proliferativo de la
catecolaminas observado en estas células de mama se debe a una activacion

de receptores adrenérgicos del subtipo as.

Efecto de compuestos ( y ai-adrenérgicos:

Debido a que diversos subtipos de receptores adrenérgicos a menudo
pueden coexistir en un tejido en particular o en una célula individual, se estudié
el efecto de epinefrina, isoproterenol y fenilefrina en diversas lineas de mama
humana.

A menudo se ha mencionado una respuesta opuesta entre los receptores a;
y B-adrenérgicos, una redundante entre 1 y B2 o sinérgica entre oy Yy B
(Trendelenburg y col., 1994).

Epinefrina es una hormona natural que se une a todos los receptores
adrenérgicos con alta afinidad. Isoproterenol es un agonista B-adrenérgico
sintético, mientras que fenilefrina es una agonista a.

Primeramente se incubaron las lineas MCF-7 (fig.32, panel A), MH-6, MH-7,
HBL-100 y HS 578T con concentraciones crecientes de (-) epinefrina (fig.33).

Solamente en las células MCF-7, epinefrina provocé un aumento de la
proliferacién celular a partir de concentraciones de 0.2 nM, mientras que en las
otras células el efecto fue el contrario, es decir indujo una disminucién de la
proliferacién.

Epinefrina es un compuesto que puede activar a todos los receptores
adrenérgicos. Para poder discernir a qué tipo de receptor se debia el efecto
mencionado, se incubaron las células MCF-7 con esta hormona en presencia
de antagonistas B, a1 Y az-adrenérgicos. Solamente el antagonista az yohimbina
fue capaz de revertir significativamente el efecto proliferativo de epinefrina
(fig.32, panel D), mientras que con prazosin (antagoriista ay y az C2-C4) se
observo también una tendencia inhibitoria pero no significativa (fig.32, panel C).
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FIG. 32: EFECTO DE COMPUESTOS ADRENERGICOS EN LA LINEA MCF-7.

Panel A: epinefrina, panel B: propanolol (M), propanolol + epinefrina 10 nM (4), panel C:
prazosin (M), prazosin + epinefrina 10 nM (4), panel D: yohimbina (M), yohimbina + epinefrina
10nM (A),

Los valores se expresan como porcentajes con respecto al valor control. *p<0.05, **p<0.01,
***»<0.001 con respecto al valor control, analizado por ANOVA seguido del Test Multiple de
Tukey-Kramer
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FIG. 33: EFECTO DE INCUBACIONES CON EPINEFRINA.
Células MCF-7 (panel A), HBL-100 (panel B), MH-7 (panel C) y HS 578T (panel D).
Los valores se expresan como porcentajes con respecto al valor control. *p<0.05, **p<0.01,

***n<0.001 con respecto al valor control, analizado por ANOVA seguido del Test Multiple de
Tukey-Kramer
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El antagonista B-adrenérgico propanolol no pudo revertir el efecto de
epinefrina (fig.32, panel B). Suponemos entonces que en esta linea celular el
efecto de epinefrina se daria mayoritariamente por la activacion de los
receptores az-adrenérgicos.

Para completar estos estudios se evalu6 el efecto con compuestos
especificamente B-adrenérgicos como el isoproterenol y ay como la fenilefrina.

Ambos compuestos ocasionaron una leve disminuciéon de la incorporacion
de timidina tritiada en las lineas de mama tumorales y no tumorales, alcanzando
valores de ECso en el caso de isoproterenol de 1.35 nM para MCF-7, 1 nM,
para MH-6, 0.56 nM para HS 578T (fig. 34) y 2.09 nM para MCF-10 A (fig. 35,
panel B). Para las incubaciones con fenilefrina los valores obtenidos de ECso
fueron de: 0.55 nM para MCF-7, 1.5 nM para MH-6, 0.15 nM para HS 578T (fig.
34)y 13.1 nM para MCF-10 A (fig. 35, panel B).

En el caso de la linea no tumoral HBL-100 la respuesta a estos compuestos
fue bifasica, con un valor medio de 0.10 nM para isoproterenol y de 10 nM para
fenilefrina (fig. 35, panel A)..

En todas las lineas estudiadas parecen coexistir los tres tipos de receptores
adrenérgicos (B, oy y o2) y por los resultados obtenidos, todos ellos son
funcionales. La respuesta final frente a un compuesto no especifco para
ninguno de los subtipos en particular, como es la epinefrina, dependera de la
proporcién de cada tipo de receptor presente en la célula.
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FIG. 34: EFECTO DE INCUBACIONES CON EL AGONISTA a4 FENILEFRINA (A) Y

CON EL AGONISTA B ADRENERGICO (W) ISOPROTERENOL.

Células HBL-100 (panel A) y MCF-10 A (panel B).

Los valores se expresan como porcentajes con respecto al valor control. *p<0.05, *'p<0.01,
***1<0.001 con respecto al valor control, analizado por ANOVA seguido del Test Mditiple de
Tukey-Kramer
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FIG. 35: EFECTO DE INCUBACIONES CON EL AGONISTA o4 FENILEFRINA (A) Y

CON EL AGONISTA B ADRENERGICO (W) ISOPROTERENOL.

Células MCF-7 (panel A), HS 578T (panel B) y MH-6 (panel C).

Los valores se expresan como porcentajes con respecto al valor control. *p<0.05, *'p<0.01,
***n<0.001 con respecto al valor control, analizado por ANOVA seguido del Test Mltiple de
Tukey-Kramer
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Medicién de sequndos mensajeros:

Debido a que los receptores ar-adrenérgicos estan clasicamente
acoplados a una proteina G inhibitoria de la actividad de la adenilil ciclasa, se
midieron los niveles intra y extracelulares de AMPc en la linea MCF-7 en
incubaciones con diferentes compuestos adrenérgicos, en condiciones de
estimulacion con forskolina (fig 37). Se realizaron ensayos de proliferacién (fig
36) y de produccion de cAMP paralelamente, para relacionar ambos valores.

Las células incubadas en presencia del agonista especifico oz clonidina,
estimularon significativamente la incorporacion de timidina tritiada con un ECse
de 0.298 pM. La incubacién simultanea con clonidina y concentraciones cre-
cientes del antagonista oy prazosin produjo una reversion de la estimulacién
con un ECs de 135,5 uM. Cuando se incubd simultaneamente clonidina con el
antagonista a, yohimbina el efecto fue una clara reversion de la estimulacion
con un ECsq de 4,17 pM (fig 36).
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FIG. 36: EFECTO DE INCUBACIONES SIMULTANEAS CON EL AGONISTA
CLONIDINA (10 NM) Y CON CONCENTRACIONES CRECIENTES DE LOS
ANTAGONISTAS PRAZOSIN (H) Y YOHIMBINA(A) EN LAS CELULAS MCF-7.

Los valores se expresan como porcentajes con respecto al valor control. **p<0.01, **p<0.001
con respecto al valor control, analizado por ANOVA seguido del Test Mdltiple Tukey-Kramer.

Para analizar si la accién de clonidina estaba acoplada a una dismiuncién
de los niveles de AMPc estimulados por forskolina (como es usual que ocurra
por efectos o adrenérgicos) se incubaron las células con clonidina en pre-
sencia/ ausencia de los antagonistas prazosin y yohimbina.

Clonidina caus6 una clara y significativa inhibicion de los niveles de
AMPc tanto intra como extracelulares (fig 37). Cuando ambos antagonistas se
incubaron sin clonidina, provocaron una inhibicién de los niveles de AMPc.

Las células incubadas simultaneamente con clonidina y yohimbina cau-
saron una completa reversion de los niveles de AMPc a los valores control. Sin
embargo, en presencia de prazosin, no se observé esta reversion sino que se
encontrd un efecto aditivo entre los 2 compuestos, resultando en niveles de

AMPc muy bajos.
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FIG. 37: EFECTO DE CLONIDINA (1 PM), PRAZOSIN (5 uM) O YOHIMBINA (5 uM),
O LA COMBINACION DE CLONIDINA CON ALGUNO DE LOS ANTAGONISTAS
SOBRE LOS NIVELES DE CAMP EXTRA (PANEL A) O INTRACELULAR (PANEL
B) EN CELULAS MCF-7 EN CULTIVO.

Los valores son la media + SEM de 6 pozos. Panel A: 2 p<0.001 con respecto al valor control, 3
p<0.05 con respecto a los grupos control y Clo analizados por ANOVA seguido del Test
Multiple Tukey-Kramer. Para el panel B: 2 p<0.01 con respecto al valor control por el mismo
test estadistico.
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Regulaciéon de la expresién de los receptores a,-adrenérgicos
por factores de crecimiento:

Tanto los receptores de factores de crecimiento como los adrenérgicos
estan involucrados en procesos mitogénicos en la mama humana.
Recientemente se ha postulado una posible interacciéon (formaciéon de
heterodimeros, down-regulation) entre ellos (Luttrell, 2000). Se procedid
entonces a estudiar una regulaciéon entre ambos, midiendo los niveles de estos
ultimos receptores a nivel de proteina y el efecto proliferativo total.

Se incubaron las lineas MDA MB 231 (que expresan solamente el
subtipo a2C2) , HS 578T (que expresa el subtipo a2C10) Y MCF-7 (que expresa
los subtipos a2C2 y C4) con EGF (20 y 50 ng/ml), IGF-I (50 ng/ml) y TGFB2 (5 y
20 ng/ml) por 24 y 48 hs y se midieron los niveles del receptor az-adrenérgico
por unién a [*HJ-rauwolscina.

Los resultados obtenidos fueron similares para las 3 lineas estudiadas,
mostrandose los valores para las células MCF-7 (Tabla 3).

24 hs 48 hs
Control 100 100
EGF (20 ng/ml) 127.61 £ 6.48 57.90 + 4.03 ***
EGF (50 ng/ml) 100.89 + 4.03 75.27 +6.72 **
IGF (50 ng/ml) 91.76 + 12.58 62.71 £ 1.66 ***
TGF (5 ng/ml) 116.76 £+ 7.95 76.74 + 18.05
TGF (20 ng/ml) 201.99 + 6.55 *** 238.02 + 22.03 ***

TABLA 3: VALORES DE UNION DE [’H]-RAUWOLSCINA EN CELULAS ENTERAS
PREINCUBADAS CON FACTORES DE CRECIMIENTO.

Los resultados se expresan como porcentaje del control correspondiente sin factores de
crecimiento. *p<0.01, ***p<0.001 con respecto al valor control, analizado por ANOVA seguido
del Test Multiple de Tukey-Kramer.,

Tanto EGF como IGF-I indujeron una disminucion del nimero de recep-
tores entre un 30-40 % luego de sélo 48 hs de incubacién. TGFB produjo el mis-
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mo efecto, (aunque no significativo estadisticamente), que EGF e IGF-I a
concentraciones de 5 ng/ml a 24 hs. Pero su efecto fue marcadamente de up
regulation con una concentracién de 50 ng/ml, tanto a las 24 como a las 48 hs,
ya que duplicé los valores del grupo control.

Seguidamente se procedié a evaluar la respuesta bioldgica de estos
receptores luego de la incubacién por 24 o 48 hs con EGF (20 ng/ml) o IGF-I
(50 ng/ml) (fig. 39-41).

En todas las lineas estudiadas (MCF-7, MDA MB 231(fig. 38, paneles Ay
B respectivamente), HS 578T y HBL-100 (fig. 39, paneles A y B
respectivamente)), la incubacién con clonidina 10 nM en células pretratadas con
EGF por 48 hs, produjo una disminucién de la proliferaciéon celular en
comparacion con las células con el factor pero sin el agonista adrenérgico.

Este efecto fue significativamente mayor en las lineas que poseen el
subtipo a; C2 (especialmente en las células MDA MB 231) si se compara con
los resultados de la linea HS 578 T (que sdlo posee el subtipo C10). Esto podria
llegar a indicar que en la interacciéon de los receptores de EGF-adrenérgico,
jugaria un papel mas importante el subtipo C2 que el C10.

Este efecto no fue el mismo con las células preincubadas con IGF-I (fig.
40 y 41), donde no se produjeron cambios significativos en el patrén
proliferativo, con excepcién de las lineas MCF-7 y MDA MB 231. En la linea
MCEF-7, el efecto proliferativo pareceria estar mas influenciado por IGF-I que por
clonidina, contrariamente a lo que ocurre en el resto de las células. Estos
experimentos fueron realizados simultaneamente, por lo que se descarta que el
IGF-I estuviera degradado en alguno de los ensayos.

Cuando las células MDA MB 231 fueron preincubadas por 24 hs con IGF
y tratadas con clonidina 10 nM y el factor de crecimiento, se obtuvo una
disminucion de la incorporacion de timidina tritiada comparada con las células
sin pretratamiento. En cambio, cuando las células fueron preincubadas con IGF-
| por 48 hs, la incubacién simultanea de ambos no hubo ningun efecto con
respecto a los valores alcanzados con el agonista solamente (fig. 40, panel B).
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FIG. 38: EFECTO DE INCUBACIONES CON EGF (24 Y 48 HS) Y CLONIDINA
SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR.

Panel A: MCF-7, panel B: MDA MB 231.

Los valores se expresan como porcentajes con respecto al valor control. *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001 con respecto al valor control, analizado por ANOVA seguido del Test Mditiple de
Tukey-Kramer

109




Resultados

A HBL-100
—~ 200
B3 | - I == Control
‘é’ * === Clo (nM)
5 150+ = EGF(24hs)
_g mmm EGF (48 hs)
o
£ 4 S
£
£
=
=i
-
o
- T g s o
-3 (-] s o -
§ 8§ 8
B HS 578T
150 *
o = Control
-~ === Clo (nM)
e mmm EGF(24hs)
S 100 m— EGF(48 hs)
‘s
£
£
&

EGF +Clo 0.1
EGF +Clo 10
EGF + Clo 10

EGF + Clo 0.1

FIG. 39: EFECTO DE INCUBACIONES CON EGF (24 Y 48 HS) Y CLONIDINA
SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR.

Panel A: HBL-100, panel B: HS 578T.

Los valores se expresan como porcentajes con respecto al valor control. *p<0.05, *'p<0.01,
***»<0.001 con respecto al valor control, analizado por ANOVA seguido del Test Mditiple de
Tukey-KramerfFig. :
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FIG. 40: EFECTO DE INCUBACIONES CON IGF-l (24 Y 48 HS) Y CLONIDINA
SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR.

Panel A: MCF-7, panel B: MDA MB 231.

Los valores se expresan como porcentajes con respecto al valor control. *p<0.05, *'p<0.01,
***p<0.001 con respecto al valor control, analizado por ANOVA seguido del Test Mditiple de
Tukey-Kramer
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FIG. 41: EFECTO DE INCUBACIONES CON IGF-l (24 Y 48 HS) Y CLONIDINA
SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR.

Panel A: HBL-100, panel B: HS 578T.

Los valores se expresan como porcentajes con respecto al valor control. *p<0.05, *'p<0.01,
***p<0.001 con respecto al valor control, analizado por ANOVA seguido del Test Mditiple de
Tukey-Kramer
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DISCUSION:

CULTIVOS CELULARES:

El cultivo de células tumorales de mama humana ha permitido impor-
tantes avances en el estudio de la biologia del cancer de mama (Smith y col.,
1984). Los estudios in vitro focalizados en tumores individuales son de gran
utiidad porque existe una gran diversidad a nivel de sus caracteristicas
celulares. Las principales dificultades en el desarrollo exitoso de un cultivo
primario son la baja cantidad inicial de células y la mortalidad celular luego de
los sucesivos subcultivos (Muller y col., 1987). Ademas, no siempre es claro de
qué poblacion derivan las células que se estan cultivando (es decir epiteliales o
mesenquimaticas, benignas o malignas).

A pesar de que se considera muy dificultoso el cultivo de células de can-
ceres de mama, existen numerosas lineas celulares de carcinoma humano. Pe-
ro muy pocas se han desarrollado a partir de carcinomas primarios, siendo la
gran mayoria de lesiones recurrentes o mas frecuentemente de efusiones pleu-
rales (Bissell y col., 1996).

Se han realizado numerosos intentos para obtener una adecuada pro-
liferacion del epitelio mamario humano en cultivo. Todos estos ensayos o eran
demasiado complicados y costosos (Smith y col., 1990) o no eran adecuados
para un cultivo de células mamarias (la tasa cultivos exitosos/cultivos intentados
era extremadamente baja ) (Owens y col., 1976).

Nuestra metodologia para obtener lineas celulares a partir de tumores
malignos result6 tener muy buenos resultados.

Primeramente, una colagenizacién suave nos permitié tener una buena
cantidad de células viables, lo que llevé a la formacién de colonias y cultivos en
confluencia en muy poco tiempo (aproximadamente una semana). Los resulta-
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dos favorables obtenidos por este método no fueron alterados con la utilizacion
de DNAsa o hialuronidasa.

Con respecto al tipo de colagenasa recomendada para este tejido no
existe consenso al respecto. Hay quienes utilizan la Tipo | + DNAsa (Sondak y
col., 1984), la Tipo Il con/sin DNAsa e hialorunidasa (Kirkland y col., 1979) y la
Tipo IV (Mc Divitt y col., 1984). En todos los casos con buenos resultados. En
nuestros cultivos no hemos encontrado diferencias entre la colagenasa Tipo Il y
la Tipo IV.

El tipo celular obtenido con esta disgregacién enzimatica y con la
incubaciéon en presencia de SFB en nuestros cultivos primarios parece ser, en
un alto porcentaje, epiteliales. No solamente por su aspecto al microscopio
optico sino también por su capacidad de adherirse a placas inhibidoras de
fibroblastos, a su marcada sensibilidad a estrégenos y a los resultados de los
ensayos de inmunohistoquimica (citoqueratina positivas). Ha sido descripto
(Band y col.,1990) que las células mamarias normales que se encentran
alrededor del tumor, se diferencias y dejan de proliferar en presencia de 10%
SFB. Aprovechando esta caracteristica se consiguié enriquecer paulatinamente
el cultivo en ceélulas tumorales.

Los pequefios agregados y los fragmentos de tejido que no han sido
completamente disociados durante la digestion enzimatica generalmente se
adhieren a la superficie en 24-48 hs. Ha sido mencionado anteriormente por
Kirkland y col (1979) que este tipo de agregados usualmente comienzan a
crecer dentro de las 24 hs posteriores a la adhesién y que por o general
consiste en exclusivamente células epiteliales o fibroblastos. Las células
epiteliales crecen en forma de “islotes” mientras que los fibroblastos forman un
fondo difuso. Se pueden encontrar dos poblaciones de células epiteliales
morfolégicamente diferentes en cultivos establecidos a partir de tumores
individuales. El tipo mas comun consiste en pequefias células poligonales que
crecen como islas individuales de células contiguas. Otro tipo de poblacion,
aunque menos frecuente, son células una o dos veces mas alargadas, con
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forma fibroblastoide pero que también forman pequeiios islotes al crecer y
expresan citoqueratinas.

Con respecto al medio de cultivo utilizado, el MTC 10 % SFB, resulté ser
muy efectivo en lo que respecta al crecimiento celular. Este medio contiene:
insulina, hidrocortisona, transferrina, trilodotironina y suero fetal bovino.

La presencia de suero fetal bovino en el medio fue imprescindible, no
existiendo diferencia en cuanto a su efecto en un rango del 10 al 20 %. Hemos
decidido utilizar una concentracién del 10 % debido a que esta cantidad abarata
los costos de la elaboracién del medio MTC sin arriesgarse a disminuir su
efecto proliferativo.

Aunque no existe un concenso en cuanto a cuales son los requenmientos
hormonales para el adecuado crecimiento de las células epiteliales de mama en
cultivo, la mayoria de los trabajos hacen hincapié en la importancia de al menos
uno de estos factores: insulina, hidrocortisona, EGF y transferrina (Gaffney y
col.,, 1976; Stoker y col., 1976; Stampfer y col., 1980; McGrath y col., 1983,
Foster y col., 1983).

En nuestro caso fue necesario el agregado de las sustancias
(hidrocortisona, triiodotironina y transferrina) simultAneamente al medio de
cultivo para mantener alto el niumero de células desde los primeros pasajes.

La transferrina, en aproximadamente 10 ng/ml, es requerida tanto como
transportador de Fe como por su rol mitogénico. La expresion del receptor de
transferrina, una glicoproteina de superficie, esta asociada con el crecimiento y
la proliferacién celular. Este receptor se une a una holotransferrina e internaliza
la proteina mediante la endocitosis del receptor. Entre sus numerosas y esen-
ciales funciones, el hierro es un componente de la cadena de transporte de
electrones mitocondriales y es un cofactor esencial de la enzima ribonucleotido
difosfato reductasa, que es la responsable de la formacién balanceada de
deoxiribonucleétidos para la sintesis de ADN (Raaf y col., 1993). La deprivacion
in vitro de hierro por acido picolinico, un agente quelante, inhibe la proliferaciéon
celular aun en presencia de apotransferrina (Robbins y col., 1970). Las células
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expresan estos receptores al transitar de la fase G1 a la S, alcanzando una
densidad maxima justo antes de la mitosis (Chitamber y col., 1983; Musgrove y
col., 1984).

También se ha demostrado que los anticuerpos que bloquean el sitio de
unién de este receptor también inhiben la proliferacion (Trowbridge y col., 1981;
Trowbridge y col.,, 1982; White y col., 1990). Las células arrestadas y
terminaimente diferenciadas tienen pocos o ningun receptor de transferrina
(Larrick y col., 1979; Trowbridge y col., 1980; Gatter y col., 1983). También se
ha demostrado que estos receptores se expresan en las células de tumores
malignos de mama y no asi en las benignas (Faulk y col., 1980).

Se han encontrado receptores de transferrina solubles circulantes en
suero (Kohgo y col., 1986) y su nivel fue mas elevado a medida que aumentaba
el grado de malignidad tumoral (Kohgo y col., 1985; Klemow y col., 1990).

Las células epiteliales sobreviven mejor con el agregado de hidrocor-
tisona (10 nM). Esta induciria la adhesion al sustrato y la proliferacion celular
(Fresney y col., 1988).

El efecto producido por la triiodotironina puede estar relacionado con el
aumento de metabolismo celular, a través del aumento del consumo de oxigeno
(Fresney y col., 1988).

Allegra y col. (1978) han demostrado en la linea tumoral mamaria huma-
na ZR-75-1, en cultivos libres de suero, que la triiodotironina posee un efecto
estimulatorio maximo a una concentraciéon de 10 nM. Este efecto disminuye a
altas concentraciones, y a 1 y 10 uM no provoca ninguna actividad promotora
del crecimiento. También encuentran un efecto proliferativo con la transferrina
pero a partir de una concentracién de 0.25 uM, siendo la utilizada en nuestro
medio de cultivo, menor y produciendo también un aumento de la incorporacion
de timidina tritiada como hemos descripto en los resultados.

No es aconsejable, segun nuestros resultados, el agregado de toxina
colérica ya que desde una concentracion de 1 ng/ml inhibe la proliferacién celu-
lar hasta los niveles basales. El mismo efecto inhibitorio se obtuvo con isoprote-

116



Discusién

renol. En la actualidad hay mucha controversia con respecto al papel del AMPc
en el crecimiento celular (la toxina colérica al igual que el isoproterenol son sus-
tancias que aumentan el AMPc).

Existen indicios tanto de que su aumento intracelular provocaria una dis-
minucién del crecimiento tumoral (Cho-Chung y col., 1974, Cho-Chung y
col.,1981; Boe y col., 1995) como lo contrario (Silberstein y col., 1984). En todas
las lineas tumorales desarrolladas en el laboratorio, las sustancias que
aumentan los niveles de AMPc provocaron una disminucién de la proliferacion
celular.

En lo que se refiere al uso de medios condicionados en este tipo de
cultivos, hemos obtenido un resultado completamente contrario a lo esperado.
Tanto el medio condicionado proveniente de células endoteliales de cordon um-
bilical humano cuyo cultivo primario se realizé en el laboratorio (HUVEC) como
el de una linea de células tumorales mamarias murinas desarrollada en el
laboratorio a partir de un tumor inducido por dimetilbenzantraceno (DMBA) o la
combinacién de ambos, no ha causado estimulacién de la proliferacion celular.
Los medios de cultivo con agregado de medios condicionados citados en la
literatura poseen tantas sustancias secretadas por las células en su
composicién que no queda claro cual de ellos causaria una estimulacion en la
proliferacién. En nuestro caso, no podemos descartar la posible presencia tanto
de factores inhibitorios del tipo TGFp como estimulatorios que podrian llegar a
explicar la falta de efecto de nuestros medios condicionados en los cultivos
celulares.

Otra posible explicacion para comprender este efecto es que, tal vez, la
concentracién de nutrientes del suero en el medio ensayado esté disminuido,
debido a que se trata de un medio que ya ha estado en cultivo con otro tipo de
células. Creemos que esto es poco probable debido a que por ejemplo, en el
caso del medio condicionado DMBA, fue testeado previamente en cultivo con
células MCF-7 que son muy sensibles, en cuanto a su tasa de proliferacién, a
variaciones en la concentracién de SFB y se han obtenido excelentes
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resultados. Ademas solamente se agrega un 30 % de medio condicionado, por
lo tanto, la fracciéon de suero con menor cantidad de nutrientes seria pequefia.

Cabe destacar que el ensayo anteriormente referido con las células
MCF-7 fue realizado con medio DMEM 10 % mas un 30 % de medio DMBA.
Este medio DMEM 10 % no esta tan enriquecido como el MTC 10 % utilizado
con los cultivos primarios. Por esta razén, como tercer explicacion, la mas pro-
bable, podemos decir que las células tumorales han llegado, al ser incubadas
con este medio MTC 10 %, al maximo de su capacidad proliferativa y que el
agregado de medios supuestamente mitogénicos (DMBA y HUVEC) no
aumentarian significativamente este nivel.

El establecimiento de condiciones adecuadas para realizar cultivos
primarios es un logro importante que abre muchas posibilidades para futuras in-
vestigaciones, incluyendo una serie de aplicaciones clinicas, por ejemplo la po-
sibilidad de analizar in vitro si un determinado tumor es capaz de responder a la
quimioterapia en caso de ser éste el tratamiento elegido por el médico tratante.
También permite, como se analizard mas adelante el establecimiento de lineas
celulares a partir de tumores primarios.

El desarrollo de estos cultivos primarios provenientes de tumores de
mama humana permitié el establecimiento de siete lineas celulares, de las
cuales se caracterizaron tres: MH-4, MH-6 y MH-7. Estas células pueden ser un
excelente modelo para estudiar diferentes procesos e interrelaciones
hormonales en células cancerosas debido a que poseen diversos receptores
funcionales: de estrégenos (de ambos subtipos a y §8), progesterona, y de EGF.

Es interesante destacar la presencia de los subtipos a y B de receptores
estrogénicos en todas las lineas que hemos desarrollado. El estudio de los
niveles y actividad de ambos subtipos en forma conjunta en un mismo tipo
celular permitiria estudiar la etiologia de los canceres hormono-dependientes,
su crecimiento en respuesta a compuestos estrogénicos y a las terapias hormo-
nales.
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Los subtipos a y B del receptor de estrégenos comparten una muy aita
homologia aminoacidica en sus dominios de unién al ADN, siendo esta homo-
logia mas baja en los dominios de unién al ligando hasta llegar a ser muy poco
homologa en las regiones N-terminales siendo considerablemente mas corta en
el subtipo B (Enmark y col., 1997). Los genes para estos receptores estan en
cromosomas separados en el humano, el subtipo B en el cromosoma 14y el a
en el 6, siendo este ultimo 3 veces mayor que el B. Este hecho condujo a la
especulacion que el receptor B se expresaria preferencialmente en ciertos
momentos del desarrollo cuando los genes mas cortos se transcribirian mas
rapidamente, pero esta hipétesis todavia no ha sido probada.

A pesar de las diferencias considerables en la secuencia del dominio de
unién al ligando, ambos subtipos unen al 17p-estradiol con aproximadamente la
misma afinidad. Es interesante sefialar que el receptor B parece unir ciertos
andrégenos con razonable afinidad (por ejemplo 5-androstenediona), pudien-
dése entonces especular que este receptor podria ser activado por esteroides
androgeénicos en algunas situaciones. En contraste con la unién al estradiol,
ambos receptores unen con afinidades diferentes los fitoestrégenos, como ge-
nisteina y coumestrol, siendo la forma g mas afin por estos compuestos que la
o (Kuiper y col., 1998). Ambos receptores pueden estimular la transcripcion de
los genes que poseen en su promotor un elemento de respuesta a estrégenos
(ERE), y los fitoestrogenos al igual que el estradiol, pueden estimular la
actividad transcripcional de los 2 receptores. Ademas, estos receptores son
capaces de formar heterodimeros que conservan la actividad transcripcional
cuando se estudian con los ERE tradicionales. Actualmente, se ha postulado
que también pueden estimular la transcripciéon por otros mecanismos no ERE,
como la interaccién proteina-proteina con componentes AP-1. El estradiol y el
estrégeno sintético dietiletilbestrol (DES), que son agonistas a clasicos,
funcionan como antagonistas en situaciones en las cuales el subtipo B esta
estimulando la transcripcibn via mecanismo AP-1, mientras que los
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antagonistas clasicos como el tamoxifen, actian como agonistas (Paech y col.,
1997).

Muchas lineas de evidencia sugieren que la exposicién a los estrégenos
es el principal factor de riesgo en el desarrolio del cancer de mama (Zhou y col.,
2000). Este riesgo es presumiblemente debido, en parte, a la estimulacion de la
proliferacion del epitelio mamario por estrégenos, aunque se ha sugerido que
algunos metabolitos estrogénicos pueden ocasionar efectos carcinégenos
adicionales (Service y col., 1998).

El efecto de la progesterona sobre la proliferacién celular del epitelio
mamario inducida por estrégenos es poco claro. Por ejemplo, la progesterona
por si misma estimula la proliferacién del epitelio mamario murino, con un efecto
aditivo al producido por los estrégenos (Shymala y col., 1997). Algunos estudios
indican que la proliferacion del epitelio mamario aumenta durante la fase lutea
del ciclo menstrual humano, donde la progesterona esta elevada (Longacre y
col., 1986; Potten y col., 1988). Los datos epidemiol6gicos, sin embargo,
generalmente encuentran niveles de progesterona mas bajos asociados con el
cancer de mama que en los casos control (Key y col., 1988).

En varios trabajos recientes, los niveles circulantes de andrégenos han
sido correlacionados positivamente con el riesgo de cancer de mama en
mujeres postmenopausicas, sugiriendo que los andrégenos pueden aumentar el
riesgo de esta enfermedad (Berrino y col.,, 1996; Cauley y col., 1999). Esta
asociacion puede, sin embargo, reflejar el hecho de que los niveles séricos de
estrégenos y andrégenos estan altamente correlacionados (Hankinson y col.,
1998) pues los andrégenos son precursores en la biosintesis de estrégenos.

En lo que se refiere a enfermedades como el cancer, se sabe desde
hace tiempo, que el contenido de receptores de estrogenos y progesterona en
tumores individuales es de un valor predictivo para saber si la paciente respon-
dera satisfactoriamente a la terapia hormonal. Sin embargo, muchas veces el
tumor progresa a estados de hormono-independencia. Se ha estudiado que las
antihormonas como el tamoxifen, compiten con los agonistas estrogénicos por
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el sitio de unién del receptor, pero poco es conocido acerca de los mecanismos
bioquimicos especificos por el cual estas drogas producen sus efectos en
ensayos experimentales o en la terapeutica (Dickson y col., 1999). Ademas su
uso es complicado porque muchos de los tumores de mama eventualmente
llegan a ser refractarios al tratamiento con antiestrégenos. El desarrollo de
estas lineas celulares provenientes de tumores primarios que poseen los 2
subtipos de receptores a estrégenos permitiria realizar estudios funcionales de
las acciones de los diferentes estrogenos y antiestrogenos. Estos ensayos se
podrian complementar con estudios estructurales de las interacciones
moleculares entre los ligandos y el receptor, y esta combinacién podria conducir
al descubrimiento de agentes hormonales mas selectivos. La unién de un
agonista al receptor a genera cambios conformacionales diferentes que la unién
de antagonistas en el dominio de unién al ligando de dicho receptor (Brzozowski
y col, 1997). Es de especial importancia en el entendimiento de la etiologia del
cancer de mama el comprender si estrogenos estructuralmente diferentes o
distintos pueden estimular la proliferacion de células tumorales.

La existencia de este tipo de lineas celulares también permitiria estudiar
mas profundamente el cross-talk postulado entre los eventos mediados por
receptores de estrogenos y otras cascadas de sefiales como las reguladas por
factores de crecimiento y su sistema de segundos mensajeros. Asimismo, com-
prender las diferentes fosforilaciones y defosforilaciones que alterarian esta
actividad. Ensayos recientes, han identificado otros factores nucleares como
coactivadores, corepresores y proteinas integradoras que podrian tener un
papel importante en los eventos transcripcionales mediados por el receptor
estrogénico (Chen y col., 2000). Estos factores pueden alterar la magnitud de la
respuesta celular a estrégenos y otros esteroides.

La identificacion de estos factores y los mecanismos por los cuales ac-
taan podrian ser utilizados junto con la medicién de los niveles de receptores de
estrogeno y progesterona, para clasificar los tumores de mama. Posteriormente
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se podria predecir la eficacia de una terapia hormonal para cada tipo de tumor y
desarrollar nuevos blancos terapeduticos.

Las lineas celulares mas utilizadas en investigaciéon, como MCF-7, son
un excelente modelo experimental para estudiar de forma reproducible deter-
minados parametros del comportamiento de tumores, pero debido al tiempo en
cultivo, podria ocurrir que determinados resultados no se reproduzcan en lineas
mas nuevas. Por esta razén resulté ser de gran utilidad comparar el com-
portamiento de los receptores adrenérgicos en ambos sistemas.
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RECEPTORES o;-ADRENERGICOS

Ha sido reportado que el diagnéstico y el tratamiento del cancer de
mama producen un aumento de la morbilidad psicosocial en un namero
significativo de pacientes (Mor y col., 1994). Aunque existe controversia en el
tema, algunos autores sugieren que la exposicion a varias formas de estresores
podria influenciar la vulnerabilidad al cancer de mama y afectar la sobrevida
una vez que un tumor en particular se ha desarrollado (Hilakivi-Clarke y col.,
1993). Ha sido descripto en analisis de sobrevida que los efectos de vida en los
12 meses que precedieron a la aparicién del tumor fueron asociados con una
oportunidad menor de desaparicion de la enfermedad y de sobrevida en general
(Forsen y col., 1991). Por otro lado, otro estudio realizado en 2163 mujeres en
chequeos rutinarios de mama, indicaba que la exposicion regular a situaciones
estresantes parecia reducir el riesgo de malignidad (Cooper y col., 1993).

El aumento de los niveles plasmaticos de norepinefrina, epinefrina y
cortisol, son respuestas tipicas al stress con las consecuencias fisiologicas de
taquicardia, aumento de la presién arterial y sudoracién (Vogel y col., 1985). Sin
embargo, la adaptacién puede ocurrir mas rapidamente con cortisol y cuando se
requiere un aumento de la vigilia 0 un mayor esfuerzo fisico, las catecolaminas
son las unicas que pueden permanecer elevadas (Rose y col., 1985).

Las catecolaminas enddgenas epinefrina y norepinefrina ejercen sus
efectos fisiolégicos en tejidos blancos uniéndose directamente a receptores a y
B- adrenérgicos.

Ademas de su rol como neurotransmisores y hormonas del stress, las
catecolaminas juegan un rol tréfico en el control de la replicacion celular y la
diferenciacién en células blanco que expresan receptores adrenérgicos. Los
organismos “inferiores”, como los erizos de mar, producen mayores niveles de
norepinefrina, epinefrina y otras aminas biogénicas durante periodos criticos del
desarrollo, en las cuales estas aminas controlan la replicacion y la
diferenciacién celular (Buznikov y col., 1970).
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En los mamiferos, “picos” de actividad adrenérgica también modulan la
tasa de replicacién y diferenciaciéon celular y de esta manera controlan el
modelado estructural de los tejidos blancos adrenérgicos ( Vernadakis y col.,
1974; Claycomb y col., 1976; Lovell y col., 1982; Slotkin y col., 1987; Slotkin y
col., 1988).

La importancia del control adrenérgico en el desarrollo de las células de
mamifero ha sido recientemente demostrada por los efectos letales de knock-
out en genes que eliminan la capacidad de sintetizar norepinefrina; estos
animales mueren en el Utero por alteraciones en la replicacién/diferenciacién de
las células cardiacas y la consecuente dismorfogénesis (Thomas y col., 1995;
Nov y col., 1995; Rohrer y col., 1996).

El periodo critico del control adrenérgico de estos eventos culmina
cuando la célula sale de la mitosis y se acerca al momento de diferenciacién
terminal, de manera que la sensibilidad en la replicacion celular a los efectos
adrenérgicos desaparece en la adultez excepto en los pocos tejidos que
contindan renovandose (Claycomb y col., 1976; Slotkin y col., 1987; Wagner y
col., 1994; Zeng y col., 1996).

Es entonces, de gran importancia tener en cuenta que durante la
carcinogénesis, algunos tipos celulares, podrian comenzar a reexpresar
receptores adrenérgicos y éstos podrian reasumir su rol en el control de la
replicacion celular (Re y col., 1992; Re y col., 1996; Mitra y col., 1999;).

El efecto de las catecolaminas sobre la proliferacion celular y/o sobre la
capacidad metastasica de los tumores puede ser directa, actuando sobre los
receptores a- y B-adrenérgicos presentes en las células tumorales, o indirecta,
mediante otros mecanismos incluyendo el sistema inmunoldgico.

Mientras que los receptores B-adrenérgicos ya han sido descriptos en
células tumorales de mama humana (Vanderwalle y col., 1990) y en carcinomas
mamarios inducidos por dimetilbenzantraceno en ratas (Marchetti y col., 1989),
los a-adrenérgicos sélo han sido descriptos en glandula mamaria bovina normal
(Hammon y col., 1994).
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En el presente trabajo de Tesis hemos encontrado y caracterizado a los
receptores az-adrenérgicos en células tumorales y no tumorales de mama
humana y hemos descripto su respuesta biolégica en las mismas.

Dicha caracterizacién la hemos realizado en 3 niveles: molecular (RT-
PCR y Southern-blot), bioquimico (ensayos de unién y competencia con
agonista tritiado) y biolégico (ensayos de proliferacion).

En 6 de las lineas estudiadas (MCF-7, MH-6, MH-7, SK Br3, MCF-10 Ay
HBL-100) se demostrd la presencia de los subtipos C2 y C4. Solamente una
linea, MDA MB 231 expresé unicamente un subtipo de receptor, el C2, mientras
que otra, la HS 578T sélo el subtipo C10. Las células T 47D y MDA MB 453 son
las Unicas que poseen los 3 subtipos, aunque estas ultimas expresan en menor
medida los receptores C4 y C10. No se ha encontrado ninguna linea que
exprese solo el subtipo C4 ni las combinaciones C2-C10 o C4-C10.

Pese a que no utilizamos métodos cuantitativos, se puede afirmar que en
la linea MDA MB 231 se ha encontrado una sefial muy débil en el ensayo de
Southern blot si se la compara con las otras lineas celulares que compartian
valores similares en el analisis de Scatchard. Otros autores también han
encontrado este tipo de contradicciones al comparar las cantidades de ARN y
sus respectivos niveles de expresion. Por ejemplo, en los experimentos de
Schaak y col (1997), la cantidad de ARNm para el subtipo C4 en las células SK-
N-MC es aproximadamente 100 veces menor que en la linea HepG2, mientras
que los analisis de union a ligando indicaba que el nimero de receptores en
SK-N-MC era solamente la mitad que en HepG2.

Lo que se puede sacar como conclusién de estos resultados es que no
existe una correlacién directa entre la cantidad de ARNm para los diferentes
receptores y sus respectivos niveles de expresién. Las razones de estas
diferencias aun no han sido investigadas, pero se postula que la diferencia en la
eficacia de la traduccion y/o en la tasa de degradacién del receptor podria ser el
origen de esta aparente discrepancia.
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Los valores de K4 que hemos obtenido en nuestros estudios son mas altos
que los descriptos para las células transfectadas. Sin embargo, nuestros
resultados no pueden ser comparados con otras lineas celulares de mama
humana debido a que ro existen reportes para este tipo de células. Marjamaki
(1992) analiza estos parametros en lineas de tumor mamario de raton
transfectadas con los diferentes subtipos de receptor az-adrenérgico humano.
Si comparamos estos valores con los nuestros, claramente notamos una
afinidad menor en las células de mama humana. Esta discrepancia podria
deberse a diferencias propias del tipo de células utilizadas o a diferentes
condiciones experimentales.

Mediante los ensayos de competericia se han corroborado los resultados
de PCR, donde la afinidad por los compuestos az-adrenérgicos es muy alta.

Claramente se han encontrado dos patrones de eventos que
caracterizaron a los compuestos utilizados. Los agonistas y antagonistas az-
adrenérgicos clasicos y algunos compuestos o pero con afinidad conocida por
los subtipos a2C2 y C4, compitieron en la unidén con [3H]-rauwolscina
(antagonista az-adrenérgico). Ellos fueron: UK 14304, fentolamina, WB 4101,
clonidina, oximetazolina, rauwolscina, yohimbina y prazosin. Ha sido reportado
que el subtipo C4 es similar al C2 con respecto a su afinidad relativa por
prazosin (Bylund y col., 1994). Ademas, WB 4101 en células CHO transfectadas
con ambos subtipos, compitié con un K; de 13 nM para C2 y 47 nM para C4,
con un valor similar para oxymetazolina para este ultimo subtipo de receptor
(Lomasney y col., 1990). En nuestros ensayos de competencia, WB 4101 fue
extremadamente eficiente en desplazar la unién con [3H]-rauwolscina, y fue por
esta razon elegido para determinacion de la union no especifica en los ensayos
de Scatchard.

Ha sido postulada una posible relacién entre el receptor a; C4 y dopa-
mina (Lu y col, 1997). Existen algunas evidencias que apoyarian esta
posibilidad. Una es que el K; de dopamina para los receptores a; C4 humanos
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es de aproximadamente 1 uM comparable a la afinidad de norepinefrina por el
subtipo C10 humano ( K= 2.4 uM) y C4 (K= 0.24 uM) y la segunda es que hay
un 41% de homologia entre los aminoacidos del subtipo C4 adrenérgico y el
receptor de dopamina Ds, comparado con el 43% que existe entre los
receptores de dopamina D, y D4. Debido a estas razones rno es sorprendente
dopamina haya podido desplazar al compuesto a-adrenérgico los ensayos de
competencia.

En todas las lineas tumorales que expresan los subtipos C2-C4 (por
ejemplo: MCF-7, MH-6, MH-7) se observé un aumento inesperado del
porcentaje de unidon del antagonista radioactivo cuando se utilizaban
compuestos B o al-adrenégicos. En estos casos se podria pensar en una
posible heterodimerizacién que involucraria los subtipos a; C2 y C4 (en forma
conjunta o separados) cor los receptores f y ai-adrenérgicos.

Aunque no habian sido tenidas en cuenta, muchas lineas de evidercia
de hace mas de 25 anos, sugerian que los RAPG podrian ser estructuraimente
y funcionalmente multiméricos. Desde los comienzos de los estudios de union
con radioligando, muchos investigadores han reportado complejos de union
tanto de agonistas como de antagonistas con los RAPG. En muchos de estos
casos, los resultados se interpretaban como cooperatividad negativa o positiva
que ahora podria ser explicados como interacciores sitio a sitio entre los recep-
tores formando complejos diméricos u oligoméricos (Limbird y col., 1975;
Limbird y col., 1976; Mattera y col., 1985; Potter y col., 1991, Hirschberg y col.,
1994, Wreggett y col., 1995).

En la actualidad se piensa que el estado como dimero es la conforma-
cién natural de los RAPG y que muchos de los miembros de esta superfamilia,
si no todos, existen o pueden existir como dimeros (Hebert y col., 1998,
Salahpour y col., 2000).

Muchos trabajos sugieren que la dimerizacion puede ser promovida por
la unién del receptor con el agonista y que el dimero representeria el estado de
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alta afinidad de! receptor. Otros resultados postulan que la forma de dimero
podria ser la forma basal del receptor y que la unién con el agonista alteraria la
conformaciéon del dimero. La co-imnunoprecipitacion de muchos receptores
puede ocurrir en ausencia del agonista (Jordan y col., 1999; Angers y col.,
2000).

El aumento de la unién de [3H}-rauwolscina encontrado con los com-
puestos ai 0 B-adrenérgicos, podria llegar a explicarse por algun tipo de
mecanismo que involucre la formacion de heterodimeros (Salahpour y col.,
2000; Marshall y col., 2001).

El comportamiento en presencia del subtipo C10 pareceria ser diferente.
En los ensayos de competencia con el agonista as-adrenérgico fenilefrina en la
linea HS 578T, que sélo expresa el subtipo C10, no se obtuvo un aumento en el
porcentaje de unién como se habia observado en el resto de las lineas
tumorales. La posible heterodimerizacion que formaria el subtipo C10 seria
solamente con el receptor B-adrenérgico y no con el subtipo a,.

Es importante destacar el efecto de los compuestos p-adrenérgicos en
las células no tumorales (HBL-100 y MCF-10 A). Mientras que con el agonista
p-adrenérgico isoproterenol se observa el mismo patron que con las células
tumorales, es decir un posible mecanismo de heterodimerizaciéon en el receptor
o, al realizarse el ensayo de competencia con el antagonista - propanolol, el
resultado es un desplazamiento similar al encontrado con un compuesto as.
Dado que este fenbmeno se encontré solamente en las células no tumorales,
podria pensarse que este fenomeno seria el estado normal de las células,
aunque no pueden considerarse normales células inmortalizadas, aunque la
misma haya sido espontéanea.

Una explicaciéon especulativa para este mecanismo seria que en estado
tumoral, el receptor B-adrenérgico no estaria diferenciando entre la accién
agonista y antagonista, por lo menos en cuanto a las interacciones entre dife-
rentes receptores. Cabe recordar, sin embargo, que el propanolol en los ensa-
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yos de proliferacion en células MCF-7 se comporté como un antagonista puro,
sin ninguna accioén agonista, ain en ausencia de isoproterenol.

Hemos demostrado que los receptores op-adrenérgicos se
expresan, son funcionales y que inducen la proliferacién celular tanto en las
células tumorales como no tumorales. Este efecto pudo ser revertido corn
antagonistas especificos para este subtipo.

Como todos estos experimentos fueron repetidos contando el nimero de
células, el efecto encontrado con la incorporacién de timidina tritiada represerita
una accién real sobre la proliferacién celular, es decir, las catecolaminas han
sido capaces de estimular in vitro este parametro en estas lineas celulares.

Los efectos in vivo de las catecolaminas sobre el crecimiento tumoral
podrian estar mediados parcialmente por un gran numero de efectos indirectos,
incluyendo algunas acciones descriptas sobre el sistema inmune (Black y col.,
1994; Benschop y col., 1994). Sin embargo, el hecho que la proliferacién fuera
estimulada in vitro en diversas lineas de mama humana sugiere que las
catecolaminas pueden ejercer al menos en parte, sus efectos, interactuando
directamente con estos receptores de membrana.

Aunque el efecto de los compuestos ap-adrenérgicos fue siempre
estimulatoria, el grado de estimulacion fue vanable. Esta variabilidad podria ser
explicada por minimas diferencias en las condiciones experimentales
eventualmente amplificadas por una compleja regulaciébn de la accidon
adrenérgica.

Simultaneamente con el aumento en la incorporacién de timidina tritiada
se produce una disminucion significativa de los niveles intra y extracelulares de
AMPc, inhibible por el antagonista especifico. Tal como se detalla anteriormen-
te, los receptores az-adrenérgicos estan asociados a una disminucién de los
niveles de AMPc mediante la interaccion con una proteina G inhibitoria.

Se ha descripto que agentes que elevan los niveles de AMPc, como 8-
Bromo-cAMP, toxina colérica, forskolina y el inhibidor de la fosfodiesterasa
papaverina inhiben marcadamente la proliferacion de las células MCF-7
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(Fontana y col.,, 1987). También cuando estas células son inoculadas en
ratones desnudos se observa una acumulacion de proteinas ligadoras de alta
afinidad de AMPc en el nucleo de tumores en regresion. Ademas analogos de
AMPc pueden inducir apoptosis en células MCF-7.

Los tres subtipos de receptores az-, C2, C4 y C10, indujeron la pro-
liferacién celular al ser activados por compuestos adrenérgicos en todas las
lineas de mama humana, ya sean tumorales o no. Este efecto, entonces,
pareceria ser independiente del nivel tumoral y de la dependencia hormonal de
las células. Se puede pensar que la estimulacion de la proliferacién celular por
compuestos az-adrenérgicos seria un modo de regulacién de la misma en el
estado normal, y en las lineas celulares estudiadas esta regulacién no se habria
perdido. Es tentador entonces especular que esta estimulacion de la
proliferacion es una ventaja que no se pierde en muchas lineas tumorales
(todas las estudiadas).

Las concentraciones a las cuales los agonistas az-adrenérgicos inducen
la proliferacion celular son muy bajas. Nuestros experimentos han sido
realizados en células en cuitivo, sin ningun efecto del sistema inmune y/o
interacciones de las células estromales. Sin embargo, es posible especular que
estas acciones pueden estar presentes en el individuo y reflejar en parte lo que
ocurre en tumores humanos y experimentales. Cabe destacar que las
concentraciones a las cuales actian estos compuestos son varios 6rdenes de
magnitud mas bajos en el caso de las células tumorales que de las no
tumorales. Podria quizas especularse que este efecto presentaria una ventaja
adaptativa en las células tumorales que les permitirian estimular el crecimiento
celular.

Ha sido descripto que los estresores fisiolégicos suaves estimulan la
secrecion de norepinefrina en concentraciones de 1.2-1.73 nM y de epinefrina
desde 0.17-0.184 nM. Cuando se analizan estos valores, en concentraciones
descriptas como condiciones de pre-stress, las células ya han alcanzado su
maxima estimulacion. La posibilidad de que las células estudiadas puedan ser
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super-sensibles a estas hormonas debido a que han estado mucho tiempo en
cultivo sin catecolaminas, ha sido descartada porque la incubacién de estas
lineas por 3 semanas con estos compuestos, no ha cambiado su sensibilidad ni
a la epinefrina, ni a clonidina ni a otro agonista adrenérgico. En cambio, en las
células no tumorales, el ECso encontrado es solamente un orden de magnitud
menor que los valores de epinefrina presentes durante un estrés suave.

En cambio los compuestos B y as-adrenérgicos provocaron una disminu-
cidn de la proliferacién en las células de mama tumorales y no tumorales.

Se ha menciornado anteriormente que el efecto de los receptores -
adrenérgicos puede ser opuesto al de los a (Trendelenburg y col., 1994). Este
efecto para los compuestos B-adrenérgicos estd en concordancia con lo
reportado recientemente por Slotkin y col (2000) en la linea MDA MB 231. Esta
linea expresa altos niveles de receptor B (350 fmol/mg prot),
predominantemente B,. Cuando es incubada con isoproterenol, se provoca una
reduccion de la sintesis de ADN (aproximadamente en un 30 %) la cual es
bloqueada completamente con el antagonista propanolol.

Aunque no se ha realizado una busqueda sistematica de la expresion de
receptores p-adrenérgicos en las diversas lineas de cancer de mama, estos
receptores han sido identificados en las células HBL-100, CG-5, BT-20, T 47D,
VHB-1 y MCF-7 (Vanderwalle y col., 1990; Re y col.,1992; Re y col. 1996) y en
muestras de tejidos de cancer de mama (Draoui y col., 1991).

En la mayoria de los casos, cuando se identifican los subtipos de
receptor B, el subtipo B> parece ser el predominante, aunque algunas lineas
también pueden expresar cantidades significativas del B4 (Re y col., 1996).

En la linea CG-5, la cual expresa tanto el subtipo 1 como el B2 (aunque
en concentraciones menores que la descripta para las células MDA MB 231), la
incubacién con agonistas 3 provoca una respuesta bifasica, con un aumento de
la replicacion celular a bajas concentraciones y una inhibicibn a aitas
concentraciones. No obstante, es generalmente el caso en que aumentos del
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AMPc, ya sea inducida por la activacién del receptor o por la adicién de
analogos de AMPc permeables a la membrana, inhibe la replicacién celular y
provoca la regresion tumoral (Draoui y col., 1991; Re y col., 1992).

En las lineas de mama que hemos estudiado, los compuestos oz-
adrenérgicos indujeron la proliferacién celular mientras que los a4 o los B,
provocaron el efecto contrario.

Debido a que en algunas de las células pueden coexistir 2 o 3 tipos
diferentes de receptores adrenérgicos, la respuesta final dependera de la
afinidad que tengan esos receptores por el compuesto y los diferentes niveles
de expresion de cada tipo de receptor. Esto explicaria el comportamiento
diferente de las células MCF-7 cuando son incubadas con epinefrina en
comparacion con el resto de las otras lineas celulares.

Epinefrina es un agonista adrenérgico que puede unirse tanto a
receptores 8 como a-adrenérgicos, por lo tanto su efecto dependera de los
niveles en que cada receptor se encuentre en la célula. Comparando la maxima
capacidad de unién de los receptores p-adrenérgicos (Vandewalle y col, 1990)
de la linea MCF-7 (2 £ 1.2 fmol/mg prot) con por ejemplo la linea HBL-100 (126
+ 50 fmol/mg prot) y analizando su respuesta a epinefrina, podemos inferir que
debido a los bajos niveles del subtipo p en las células MCF-7, el efecto de
epinefrina resultante serd mayoritariamente a través del subtipo az, mientras
que en las células HBL-100 seria a través de los receptores (.

Los efectos in vivo de las catecolaminas sobre el crecimiento tumoral
pueden ser mediados parcialmente por un nimero de efectos indirectos, inclu-
yendo algunas acciones descriptas sobre el sistema inmune (Black y col., 1994;
Benschop y col.,, 1994). Sin embargo, el hecho que la proliferacién fuera
estimulada in vitro en estas células sugiere que las catecolaminas pueden
ejercer al menos en parte su efecto interactuando directamente con los
receptores de membrana.

A pesar que se han desarrollado ratones knockout para el subtipo C4, el
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rol de este receptor es al dia de la fecha desconocido. Existen pocas diferencias
entre este raton knock-out y el salvaje en los parametros estudiados. El receptor
a2 C4 no juega un papel preponderante en los efectos cardiovasculares como lo
hacen los subtipos C2 y C10. Se postula que su funcién seria la de modular la
accién de otro receptor, es decir, representaria una modulacion fina en un
proceso activado por otros receptores az-adrenérgicos (Mac Donald y col.,
1997).

Recientemente se han postulado efectos a largo plazo de las catecol-
aminas, algunos de los cuales estarian relacionados a alteraciones en la trans-
cripcion de genes.

Mientras que muchos estudios han demostrado que los efectos de las
catecolaminas sobre el crecimiento celular es via a4, por ejemplo en cardio-
miocitos (Kapoor y col., 1984), otros postulan que seria via az. Por ejemplo ha
sido descripto que el agonista a; clonidina, estimula la tasa de crecimiento de
linfocitos humanos transformados de la linea celular Raji (Boe y col., 1995).
También en fibroblastos de pulmén de hamster se descubrié que la expresion
del receptor clonado a; C10 permitiria el acoplamiento de éste a la cascada de
p21™ MAPK via una proteina G inhibitoria. Este mecanismo seria
independiente de Ia inhibicion de la adenilil ciclasa o la estimulacién de la
fosfolipasa C (Kribben y col.,, 1997). La activacion de la MAPK por receptores
acoplados a proteina G; es precedida por la fosforilacion de Shc por las
subunidades 3, conduciendo a una asociacién funcional entre Shc, Grb2 y Sos
(Borda y col., 1990; Alblas y col., 1993; Koch y col., 1994, Van Blesen y col.,
1995).

Los RAPG pueden comportarse como oncogenes dependientes de ago-
nista. Se han descubierto mutaciones activas en RAPG y en proteinas G en di-
versas enfermedades, incluyendo el cancer, lo que reforzaria el importante rol
que desempenan los RAPG en el control del crecimiento normal y anormal. Por
ejemplo, la activacion de una proteina Gas mutada, provoca la hiperplasia de
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células endécrinas en tumores de pituitaria y tiroides humanas (Dhanasekaran y
col., 1995). Interesantemente, la activacion de Ga,, s6lo provoca hiperplasia en
los tejidos donde el AMPc estimula la proliferacidén, actuando entonces como un
oncogen relacionado con gsp (Landis y col., 1989). Las mutaciones activas
también han sido identificadas para Goy, relacionadas con el ongen gip2,
produciendo tumores de ovario y de glandula adrenal (Lyons y col., 1990); y de
Ga2, referidas al oncogen gep, en una linea de sarcoma (Chan y col., 1993).

Los mecanismos por los cuales estos RAPG regulan la proliferacion
celular todavia no han sido completamente elucidados. Aunque la inhibicién de
la adenilil ciclasa ha sido observada en células que proliferan al activar sus
RAPG asociados a G;, no se ha encontrado ain un mecanismo que explique la
induccion de Ia sintesis de ADN por niveles decrecientes de AMPc intracelular.

Existen contradicciones acerca de si el subtipo a;C4 se acoplaria a esta
via. Por ejemplo Kribben y col. (1997) observaron que células OK transfectadas
con los distintos subtipos de ap, la incubacién con epinefrina estimulaba la ac-
tividad de MAPK via a; C4. En cambio se encontrdé que en células CHO
transfectadas con el subtipo C4 no obtiene estimulacién de dicha via (Kapoor y
col., 1984).

La discrepancia puede ser explicada por los diferentes requerimientos de
los distintos tipos celulares (todos los estudios descriptos se han hecho en célu-
las transfectadas de diferente estirpe histolégica) para permitir el acoplamiento
de los receptores a al camino de las MAPK. Es decir, el subtipo az C4 puede
mediar la estimulaciéon de la actividad de las MAPK en algunas células y bajo
determinadas condiciones fisiologicas.

Otras lineas de investigacion han implicado a la hidrélisis del fosfatidilino-
sitol bifosfato (PIP2) como el componente critico de la mitogénesis (Rozengurt y
col,, 1986). Sin embargo, otros estudios utilizando receptores tirosina kinasa
(RTK) mutados, sugieren que la hidrélisis de PIP2 no es ni necesaria ni
suficiente para desencadenar la mitogénesis (Mohammadi y col., 1992; Cou-
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ghlin y col., 1989). Es de destacar el importante papel que desempefarian las
subunidades B3 de proteina G en este tipo de procesos proliferativos. Estas
subunidades comunicarian a los GPCR con la ruta de las MAPK y JUNKinasas,
asociandose con las moléculas Ras y Rac/Cdc42 (Gutkind y col., 1998).

Recientemente se ha descripto la interaccion entre un GPCR y un RTK:
el receptor B, adrenérgico pudo inducir la activaciéon del receptor para el factor
de crecimiento epidérmico (EGFR) provocando la dimerizaciéon y autofosfoirla-
cién de este Ultimo, ain en auserncia de EGF. Este proceso ocasioné la
formacién de un complejo multi-receptor que contenia ambos receptores
(Maudsley y col., 2000).

Ha sido reportado que la familia de las kinasas Src puede ser activada en
una forma PTX sensible involucrando de esta manera a los GPCR. La
activacién de estos receptores y la liberacion de las subunidades B3, conduci-
rian a la activacion de kinasas del tipo Src y Shc induciendo al reclutamiento y
activaciéon del factor Ras (Luttrell y col., 1996). Esta activaciéon podria ser el
enlace con otros tipos de receptores que regulen el crecimiento y la
diferenciaciéon celular. Se conoce que Src esta asociado con EGFR, entonces
su activacion podria ser un mecanismo por el cual los GPCR acoplan su
cascada de sefales mitogénicas con los del EGFR. Luttrell y col (1997) ha
reportado que la activacion de Src por GPCR acoplados a G; estaria
involucrada en la fosforilacion del EGFR y de la proteina adaptadora Shc. El
mecanismo por el cual los efectores activados por GPCR estimulan a la quinasa
Src es desconocido.

Poco también es sabido acerca de la regulaciéon de estos receptores por
otras hormonas.

De acuerdo a nuestros ensayos, las incubaciones con los factores
estimulatorios EGF e IGF-l ocasionaron una disminucion del nimero de
receptores, mientras que el inhibitorio TGBB2 tuvo un efecto contraro. Estos
resultados estan en concordancia con los reportados por Devedjian y col (1991)
para el subtipo C10 en la linea de adenocarcinoma de colon HT29. Estos
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autores demuestran que la exposicion de las células a insulina, EGF, IGF-I e
IGF-Il induce en una forma dosis y tiempo dependiente la disminucién de la
expresion de los receptores adrenérgicos. Estos efectos estarian
correlacionados con una caida en los niveles del ARNm del receptor el cual
seria debido a una tasa de transcripciéon atenuada. Ni la afinidad del receptor
por los agonistas/ antagonistas ni su grado de acoplamiento a la proteina G se
veria afectada, por lo que se demuestra que las propiedades fisiologicas de los
receptores remanentes no cambiarian durante el tratamiento.

Ha sido observado por Devedjian y col (1991) que el niumero de
receptores del subtipo C10 en la linea de adenocarcinoma de colon HT29
puede variar de acuerdo al lote de suero fetal bovino utilizado para su cultivo y
que este valor se ve incrementado cuando las células se cultivan en medio libre
de suero.

Se postula que el efecto regulatono de estos factores de crecimiento
seria aditivo cuando se combinan en sus concentraciornes efectivas submaxi-
mas; en concentraciones maximas se pierde este aditividad. Esto indicaria que
la insulina y los factores de crecimiento ejercerian sus efectos a través de
mecanismos de accion comunes y que hay un limite en el grado de inhibicién
de la expresién del receptor.

Una posible interaccion entre los receptores az-adrenérgicos y los
factores de crecimiento EGF e IGF-l ha sido observada a partir de los
experimentos de preincubaciéon de las células de mama con dichos factores y
una estimulacion posterior con el agonista az-adrenérgico clonidina.

El agregado simultaneo de clonidina a una concentracién de 10 nM en
células pretratadas con EGF por 48 hs ocasiond una disminucién de la
proliferacién celular respecto de las células incubadas solamente con el factor
de crecimiento. Este efecto podria explicarse mediante regulaciones a nivel
genémico desencadenadas por la clonidina o por diferentes mecanismos
(incluyendo fosforilaciones a moléculas que se encuentren down-stream en el
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camino mitogénico del EGF e interacciones con las subunidades By por
mecanismos aun no elucidados).

A pesar de que este efecto se observé en todas las lineas celulares
estudiadas, se ha encontrado un patron diferencial de la inhibicién de la
proliferacién entre ellas.

Esta disminucién de la proliferacién celular por la preincubacién con EGF
y la posterior incubacién con clonidina y EGF, fue minima en la linea HS 578T y
en cambio, fue muy importante en la linea MDA MB 231.

Es interesante destacar en este caso que ambas lineas poseen un solo
subtipo de receptor az-adrenérgico; HS 578T posee el subtipo C10 mientras
que la linea MDA MB 231 el subtipo C2. De esta manera podriamos postular
que la interaccién entre el receptor del factor de crecimiento y el receptor
adrenérgico seria mayor para el subtipo C2 que para el C10.

En el caso de las otras 2 lineas estudiadas, MCF-7 y HBL-100 (que
poseen los subtipos C2 y C4 simultaneamente), el resultado fue intermedio
entre las 2 lineas mencionadas anteriormente. Podriamos llegar a pensar, en
este caso, que el subtipo C4 estaria ejerciendo un papel de receptor modulador
de la respuesta adrenérgica como ya se ha mencionado anteriormente.

La disminucién de los az2-RA causada por la preincubacién durante 48 hs
con EGF es coincidente con la inhibicién del crecimiento celular en el mismo
tiempo.

A pesar de que IGF-l parece tener un efecto regulatorio en lo que
respecta a los niveles de receptores adrenérgicos, no modificé la respuesta
proliferativa de éstos a su agonista especifico. Por lo tanto, podria pensarse en
una regulacién de la cantidad de receptores a nivel o bien genémico o bien de
exposicion de sitios o de activacién por fosforilacion, pero no de una interaccioén
directa entre receptores como podria pensarse con el caso de EGF.

La unica linea celular que demostré un comportamiento atipico fueron las
células MDA MB 231, donde la preincubacién con IGF-| por 24 hs impidié que
las células estimuladas con clonidina e IGF-l llegaran a los niveles de
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CONCLUSIONES:

1. Se ha desarrollado un método de obtencién de cultivos primarios a
partir de tumores mamarios humanos y posteriormente se han
establecido 7 lineas celulares. Se caracterizé6 el perfil de respuesta, en
3 de estas lineas celulares, a diferentes hormonas involucradas en la
patologia del cancer de mama.

Los cultivos primarios de tumores de mama humano son herramientas
muy utiles para estudiar el efecto de la quimioterapia, la expresiéon de genes en
respuesta a diferentes tratamientos hormonales, etc.

La gran mayoria de las lineas celulares descriptas hasta la fecha han
derivado de efusiones pleurales. En la literatura se han descripto numerosos
intentos para obtener una adecuada proliferacién del epitelio mamario humano
en cultivo. Todos estos ensayos o eran demasiado complicados y costosos
(Smith y col., 1990) o no eran adecuados para un cultivo de células mamarias
(la tasa de cultivos exitosos/cultivos intentados era extremadamente baja)
(Owens y col., 1976).

El tratamiento desarrollado para obtener lineas celulares a partir de
tumores malignos resulté tener muy buenos resuitados comparables con los
mas exitosos registrados en la literatura. Por ejemplo el grupo de Muller (1987)
sefiala un 63% de cultivos exitosos a partir de 74 muestras y Smith (1990)
reporta un 70%. En nuestro caso, de los 10 cultivos primarios desarrollados
obtuvimos 7 lineas celulares, es decir un 70% de casos exitosos. Esta técnica
resulta ser muy interesante debido a que ha alcanzado un alto porcentaje de
cultivos exitosos con un método mas simple y econémico.

Las condiciones para los cultivos primarios se establecieron utilizando
tumores primarios de pacientes sin tratamiento previo a la cirugia.

El mejor método de colagenizacién fue 16 hs con una concentracion de
1mg/ml. Las condiciones optimas de incubacién incluyeron: 10% SFB, medio
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DMEM:F12 (1:1) suplementado con glutamina, insulina bovina, penicilina-
estreptomicina, estradiol, cortisol, trioidotirosina y transferrina.

De estas 7 lineas, 3 de ellas han sido completamente caracterizadas:
MH-4, MH-6 y MH-7. Estas lineas muestran un fenotipo epitelial maligno dado
que son capaces de crecer en agar blando y expresan citoqueratinas.

Todas ellas poseen receptores para estrégenos (tanto el subtipo a como
el B), progesterona y EGF y responden con un aumento de la proliferacion

celular cuando cualquiera de dichos receptores son activados.

2. Se determiné por primera vez la presencia de los diferentes subtipos
de receptores az-adrenérgicos en diversas lineas tumorales y no
tumorales de mama humana y se asocié la activacion de dichos
receptores con un aumento de la proliferaciéon celular:

La expresion de los receptores az-adrenérgicos fue analizada primeramente
a nivel molecular estudiando la presencia del ARN de cada subtipo por RT-PCR
en diferentes lineas de mama humana.

Las lineas de mama humana analizadas (MCF-7, MH-6, MH-7, HS 578T,
MDA MB 231, MDA MB 453, T47D, HBL-100, MCF-10 A, SK Br3), tanto
tumorales como no tumorales, expresaron receptores ap-adrenérgicos. La
mayoria de las lineas expresaron simultaneamente los subtipos C2 y C4,
mientras que solo 2 de ellas, MDA MB 231 y HS 578 T, expresaron un Unico
subtipo, C2 y C10 respectivamente. Las lineas T47D y SK Br3, fueron las
unicas en expresar los 3 subtipos. No se ha encontrado ninguna linea que
exprese unicamente el subtipo C4.

Para corroborar la especificidad de los productos de PCR obtenidos en los
ensayos, se realiz6 hibridizacién por Southern blot utilizando los diferentes
ADNCc de cada subtipo como sonda. De esta manera, podemos asegurar que
los resultados concernientes a la expresién de estos receptores no han sido un
artificio de la técnica utilizada.
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Paralelamente a los ensayos de RT-PCR se evalué la presencia de estos
receptores a nivel proteico por medio de experimentos de unién con un
antagonista especifico tritiado: rauwolscina.

Todas las células estudiadas mostraron una unidn significativa al compuesto
tritiado, en concordancia con los resultados indicados anteriormente.

Por analisis de Scatchard no se han podido diferenciar los 2 subtipos de
receptores en aquellas lineas que los poseen. Ha sido reportado que (Jansson
y col., 1994) los valores de K4 para rauwoiscina eran de 34 nM para C2 y de 0.9
nM para C4 en células S115 transfectadas con cada subtipo. El hecho que las
afinidades sean relativamente similares puede explicar que la presencia de los
2 sitios pueda estar enmascarada. Actualmente, en nuestro laboratorio,
estamos realizando ensayos con secuencias antisentido para cada subtipo para
poder diferenciarlos y postenormente analizarlos por separado.

Los valores de Ky que hemos obtenido en nuestros estudios son mas altos
que los descriptos para las células transfectadas. Sin embargo, nuestros
resultados no pueden ser comparados con otras lineas celulares de mama
humana debido a que no existen reportes para este tipo de células. Marjamaki
(1992) analiza estos parametros en lineas de tumor mamario de ratén
transfectadas con los diferentes subtipos de receptor az-adrenérgico humano.
Si comparamos estos valores con los aqui obtenidos, claramente notamos una
afinidad menor en las células de mama humana. Esta discrepancia podria
deberse a diferencias propias del tipo de células utilizadas o a diferentes
condiciones experimentales.

La especificidad de unién de los receptores az-adrenérgicos fue también
evaluada en todas las lineas celulares. Los estudios de competencia con [*H]-
rauwolscina claramente indican dos patrones de eventos que caracterizan a los
compuestos que se han evaluado. Los agonistas y antagonistas -
adrenérgicos clasicos y algunos compuestos a4 con alta afinidad por los
subtipos a2 C2 y C4, compitieron muy claramente con la [*H]-rauwolscina.
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Estos compuestos fueron. UK 14304, fentolamina, WB 4101, clonidina,
oximetazolina, rauwolscina, yohimbina y prazosin.

Debido a que WB 4101 fue extremadamente eficiente en los ensayos de
competencia, fue el compuesto elegido para evaluar la union no especifica en el
analisis de Scatchard.

Un interesante aumento de la unién de [*H]-rauwolscina fue encontrado al
ensayar con los compuestos a4 y p-adrenérgicos, independientemente de sus
capacidades como agonistas o antagonistas. Estos ensayos se repitieron con
iguales resultados en diversas ocasiones y una posible explicacion podria ser la
existencia de un cross-talk entre los receptores a y f como se ha propuesto
recientemente (Morris y col., 1991; Shivachar y col., 1999). Tampoco podemos
descartar como explicaciéon, una posible formacién de, ya sea como homo o
heterodimeros o de oligédmeros (Salahpour y col., 2000; Marshall y col., 2001).

Con respecto a la actividad biolégica de estos receptores, en todas las
linecas de mama que hemos estudiado, los agonistas o, clonidina u
oximetazolina ocasionaron un significativo aumento de la incorporacién de [*H}-
timidina, la cual fue bloqueada por el antagonista especifico a, rauwolscina.

La activacion de estos receptores estuvo acoplada a una disminucién de las
concentraciones estimuladas de AMPc tanto intra como extracelulares. Este
resultado era el esperado ya que los receptores az-adrenérgicos estan
clasicamente asociados a una proteina G; y por lo tanto a una posteror
inhibicién de la adenilil ciclasa.

El aumento de los niveles de AMPc ya sea por incubaciéon con 8-Br-cAMP,
toxina colérica o forskolina, inhiben marcadamente la proliferacién de las células
MCF-7 (Fontana y col., 1987) y también se ha descripto en estas células que
los analogos de AMPc pueden inducir apoptosis (Boe y col., 1995).

La presencia de la actividad combinada de los subtipos C2-C4 en la mayoria
de las células, no permite discriminar cual de ellos posee el rol proliferativo. Sin
embargo, debido a que las células MDA MB 231 expresan solamente el subtipo
C2 y el efecto es similar al de las otras lineas, es muy probable que este subtipo
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sea el que juegue el papel principal en la proliferacion celular. Pero no podemos
excluir la participacion directa o indirecta, del subtipo C4 debido a que no
hemos encontrado ninguna linea celular con la expresion exclusiva de este
subtipo.

En ratones knock-out, el receptor oz C4 no juega un papel preponderante en
los sistemas estudiados, pero podria modular el comportamiento de los otros
subtipos de receptores.

Por otro lado, el rol proliferativo de los receptores a; C10 presentes en la
linea HS 578T fue similar al de los receptores C2 en la linea MDA MB 231. Por
lo tanto, el efecto proliferativo seria propio de ambos subtipos.

3. Se determiné una accién antiproliferativa de los receptores a4 y B
adrenérgicos contraria a la accion estimulatoria de los receptores a2 en
las lineas celulares tumorales y no tumorales de mama humana.

Se ha mencionado antenormente que el efecto de los receptores B-
adrenérgicos puede ser opuesto al de los a2 (Trendelenburg y col., 1994). El
efecto encontrado para los compuestos B-adrenérgicos confirma lo reportado
recientemente por Slotkin y col (2000) en la linea MDA MB 231.

Debido a que en algunas de las células pueden coexistir 2 o 3 subtipos
diferentes de receptores adrenérgicos, la respuesta final dependera de la
afinidad que tengan esos receptores por el compuesto y los diferentes grados
de expresién de cada subtipo.

4. Se estudi6 la posible interaccién entre los factores de crecimiento EGF
e IGF-l y las catecolaminas en la proliferacién celular.

De acuerdo a nuestros ensayos, la incubacién con EGF o IGF-I ocasioné
una disminucion del numero de receptores az-adrenérgicos, mientras que
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TGBpB2 tuvo el efecto contrario. Estos resultados estan en concordancia con los
reportados por Devedjian y col (1991) para el subtipo C10 en la linea de
adenocarcinoma de colon HT29. Estos autores demuestran que la exposicién
de las células a insulina, EGF, IGF-l e IGF-ll induce en una forma dosis y
tiempo dependiente la disminucion de la expresion de los receptores
adrenérgicos. Estos efectos estarian correlacionados con una caida en los
niveles del ARNm del receptor debido probablemente a una tasa de
transcripcién atenuada.

Una posible interaccion entre los receptores az-adrenérgicos y los de
factores de crecimiento EGF e IGF-I ha sido observada a partir de los
experimentos de preincubacion de las células de mama con dichos factores y
una estimulaciéon posterior con el agonista az-adrenérgico clonidina y el factor
de crecimiento.

La disminucion de la proliferaciéon celular por la preincubacion con EGF y la
posterior incubacién con clonidina y el factor de crecimiento, fue minima en la
linea HS 578T y en cambio, fue muy importante en la linea MDA MB 231.

Es interesante destacar en este caso que ambas lineas poseen un solo
subtipo de receptor az-adrenérgico; HS 578T posee el subtipo C10 mientras
que la linea MDA MB 231, el subtipo C2. De esta manera podriamos postular
que la interaccién entre el receptor del factor de crecimiento y el receptor
adrenérgico seria mayor para el subtipo C2 que para el C10.

En el caso de las otras 2 lineas estudiadas, MCF-7 y HBL-100 (que
poseen los subtipos C2 y C4 simultdneamente), el resultado fue intermedio
entre las 2 lineas mencionadas anteriormente. Podriamos llegar a pensar, en
este caso, que el subtipo C4 estaria ejerciendo un papel de receptor modulador
de la respuesta adrenérgica como ya se ha mencionado anteriormente.

A pesar de que IGF-l parece tener un efecto regulatorio en lo que
respecta a los niveles de receptores adrenérgicos, no modificé la respuesta
proliferativa de éstos a su agonista especifico.
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Los receptores az-adrenérgicos no habian sido descriptos hasta la fecha
en células mamarias humanas. Su descripcion y caracterizacién podrian brindar
al conocimiento cientifico un vasto campo de investigacién ya que se han
descripto interacciones entre el stress y el cancer de mama. Ademas dado que
gran cantidad de compuestos agonistas y antagonistas adrenérgicos se utilizan
como antihipertensivos, antiasmaticos y otros usos farmacolégicos, el estudio
de estos receptores permitiria el desarrollo de investigacion clinica destinada a
encontrar una accion de estas drogas sobre el cancer de mama.

La caractenzacién del subtipo de receptor y el efecto de sus agonistas y
antagonistas en células en cultivo pueden otorgar la base expenmental para
una investigacion epidemiolégica que permita estudiar el efecto de estas drogas
en pacientes que reciben la medicacién por razones ajenas al tratamiento del
cancer de mama. Dado que son drogas en uso, no haria falta estudiar su
toxicidad ni su farmaco-cinética. En una primera etapa, el simple estudio de las
histonas clinicas de pacientes que son tratadas por hipertensién o asma con
agonistas o antagonistas, podria arrojar luz sobre los mecanismos de control de
la proliferacion en estas pacientes y su evolucién clinica, antes de comenzar
protocolos clinicos para estudiar su utilidad.

Hegpr .
Le. Cella 1.
Dra. ISABEL LUTHY Vd. Jpemy
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