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RESUMEN

El cáncer de mama es la segunda causa de muerte en las mujeres, luego del cáncer de pulmón. En el

desarrollo de esta enfermedad se postulan distintas etapas biológicas que van progresando desde un

crecimiento hormona-dependiente a uno hormona-independiente, lo que está asociado a un aumento de la

agresividad. En la clínica, sí el tumor expresa receptores de estrógenos (RE)y progesterona (RP), una parte

importante de los enfoques terapéuticos de elección, es la hormonoterapia con el antiestrógeno tamoxifeno.

Sin bien en un principio la gran mayoría de los pacientes responden, con frecuencia el tumor evoluciona

hacia la resistencia al tratamiento hormonal, lo que se asocia a diseminación generalizada. Esta resistencia,

cuyos mecanismos aun se desconocen, no implica en general una pérdida de expresión de receptores

hormonales y todo parece indicar que, o bien existe un cambio intrínseco en éstos, o en los mecanismos que

regulan su expresión y activación.

En nuestro laboratorio desarrollamos un modelo de adenocarcinomas mamarios murinos por la

administración prolongada de MPAen ratones hembras vírgenes de la cepa BALB/c. Estos tumores son en su

mayoría de origen ductal con capacidad invasora. En un principio poseen un comportamiento progestágeno­

dependiente (PD), requiriendo de la hormona trófica para su crecimiento y expresan REy RP, pero con el

I . _¡ J.
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tiempo pueden adquirir un fenotipo p. ‘ , en el cual se conserva aún la expresión de

receptores. Previamente hemos demostrado que el RP estaria involucrado en la adquisición de hormono­

dependencia.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el papel del RPen la transición de hormone-dependencia a

independencia y en la adquisición de resistencia hormonal. Para este estudio utilizamos seis tumores PD y

nuevep. a 'g ‘r 4' ‘

Caracterizamos la respuesta in vivo de los tumores independientes al tratamiento con los

antiprogestágenos onapn'stona y mifepristona y al 17-B-estradiol. Seis tumores respondieron regresionando, y

LA 0 4 4°
los llamarnos En [espondedores (PI-R) y tres no respondieron; a éstos losa a _ I’

denominamos En a a j J r 4’ ‘ go respondedores (PI-NR). En nuestro laboratorio ya se había

evaluado la respuesta in vivo de los tumores PD, y respondieron a estrógenos y antiprogestágenos con

regresión.



Cuando, en cultivos primarios de un tumor PD, estudiamos la respuesta proliferativa a MPAin vitro

observamos que la misma fue bifásica, con dos pendientes estimulatorias, una a concentraciones muy bajas

(ECSO= 1.5 i 0.7 fM) y la otra a concentraciones más altas (EC50 = 0.33 i 0.3 nM). Con estos resultados,

evaluamos por unión del ligando la expresión de receptores en todos los tumores y en tejidos normales. En

útero normal, y en tumores PD y PI-R, descubrimos dos sitios receptores de progesterona, uno de alta

afinidad no descrito previamente en el RP (Kd = 43 i 9 pM, Q = 9 i 2 fmoles/mg de proteína) y el otro sitio

clásico que habíamos hallado previamente (Kd = 9.2 1 4 nM). En los tumores PI-NRno se pudieron determinar

estos parámetros. El estudio de la distribución subcelular de RP mostró que en los tumores PD y PI-R se

localizan principalmente en el cítosol, y son regulados por MPA,mientras que en los tumores PI-NRestán

principalmente en el núcleo y no son regulados. Sin embargo, durante el ciclo estral, los sitios receptores son

regulados en todos los tipos de tumor estudiados.

Para caracterizar la expresión de las isoformas del RP utilizamos Western blot. En los tumores PDy

Pl-R se encontraron ambas isoformas, RPAy RPB, con patrón de expresión similar al de los controles

normales, útero y mama de ratón. Encontramos además, una proteína de 78 kDa que se expresa

exclusivamente en los tumores, pero no en los tejidos normales. Desconocemos su naturaleza, pero se ha

descrito una proteína similar en un 25 %de tumores humanos. Su ausencia de tejidos normales sugiere una

posible aplicación como marcador tumoral. Con MPA,ambas isoformas RPAy RPBse regulan negativamente

en forma similar. En los tumores Pl-Rse regula preferencialmente RPB,esto sugerin'a un papel del RPen este

tipo de crecimiento en particular por RPB.

En los tumores PI-NRse detectaron menores niveles de RP, principalmente de RPB.Por estudios de

Western Blot se podría predecir la capacidad de los tumores de responder al tratamiento hormonal.

Por inmunohistoquímica, no se observaron diferencias en el patrón de marcación entre los tres tipos

de tumores. Todos fueron positivos, con un porcentaje de células marcadas del 50 %o más. Los resultados de

SSCPindican que la reactividad diferencial de los anticuerpos con Western blot e inmunohistoquímica no se

debe a mutaciones en el gen de RP. Hemos teorizado la posibilidad de cambios de expresión de epitopes

secundarios al distinto procesado de los tejidos en las técnicas.



La caracterización de ARNpor protección a RNasa indica que los niveles de RP en tumores Pl-R y PI­

NRson similares. Es probable que, en los tumores Pl-NR,las diferencias de expresión observadas con Western

blot se deban a cambios post-traduccionales.

Con oligonucleótídos antisentido del RP (asRP) en cultivos primarios de tumores PI-NRdemostramos

que los RP están involucrados en la proliferación celular aún cuando han perdido la capacidad de unir al

antiprogestágeno. Estos resultados, de ser extrapolables al humano indicarían que, en el tratamiento del

cáncer de mama resistente a la terapia hormonal aún se podn’anutilizar estrategias diseñadas a bloquear la

funcionalidad de los receptores hormonales.



ABSTRACT

Breast cancer is, after lung cancer, the second cause of death in women. The development of

this disease occurs through different stages from a hormone-dependent to a hormone-independent

growth, which is associated to increased aggressiveness. One of the treatments of choice for ERand PR

positive breast cancer is hormone therapy with the antiestrogen tamoxifen. Most of the patients

respond, although eventually the tumor becomes refractory and the disease progresses. The

mechanisms of resistance remain unknown, but most tumors still express hormone receptors, indicating

that there is either an intrinsic modification on these molecules, or in the regulation of their

expression and activation.

ln our laboratory, we have developed a murine mammary adenocarcinoma model by prolonged

administration of MPA on female virgin BALB/c mice. Most of these tumors are invasive ductal

carcinomas, disclosing a progestin-dependent pattern of growth (PD) and they express ER and PR.

Either spontaneously or by successive transplantations in animals not treated with hormones, progestin­

independent tumors may arise that maintain the expression of hormone receptors.

Our goal was to study the role of PR in the transition from hormone-dependence to

independence and in the acquisition of resistance to hormonal therapy.

We characterized the in vivo response of progestin-independent tumors to the antiprogestins

onapristone and mifepristone and to 17-B-estradiol. Six tumors regressed, and we named them

[esponsive Erogestin-jndependent (R-PI); three did not respond and were named gnresponsive

progestin-independent tumors (UR-PI).

We studied the proliferative response to MPAin vitro on primary cultures of a PD tumor, and

observed that it was biphasic, with two stimulatory slopes, one at very low concentrations (EC50= 1.5

i 0.7 fM), and the other at higher concentrations (EC50= 0.33 i 0.3 nM). Based on these results we

evaluated the receptor expression by radioligand binding in all the tumors and normal tissues. In

uterus, PDand R-PItumors, we discovered two sites for the progesterone receptor, one of high affinity

not previously reported (Kd = 43 i 9 pM, Q = 9 i 2 fmoles/mg de protein) and the other site which

corresponds to the classical PR described by others (Kd = 9.2 :t 4 nM, Q = 376 i 74 fmoles/mg de



protein). PR, in PD and R-Pl tumors, are mainly localized in the cytosol, and are regulated by MPA,

while in UR-PI tumors they are mainly in the nucleus and are not regulated by this hormone.

Nevertheless, the receptor sites were regulated through the estral cycle in all the tumor types studied.

To characterize PR isoform expression we used Western blot. We found both PRAand PRB

isoforms in PDand R-PItumors, with a similar expression pattern compared to the control tissue uterus

and normal mammary gland. We also found a 78 kDa protein which is exclusively expressed in tumors

but not in normal tissue. lts nature remains unknown but a similar protein has been described in 25 %

of human cancers. lts absence in normal tissues suggests a possible use as a tumor marker. With MPA

treatment, both PRAand PRBare down regulated. PRBis preferentially down regulated in R-Pl tumors

and this may be indicating its role in this type of growth. Lower levels of PR were detected in UR-PI

tumors, particularly PRB.Based on the Western blot studies the ability of the tumors to respond to

hormonal treatment could be predicted.

PR expression was also studied by immunohistochemistry. No differences were observed

between the staíning patterns of the three tumor types. The signal was positive in 50 %or more nuclei.

We conclude based on the SSCPstudies that the differential reactivity between the antibodies used in

Western blot and immunohistochemistry is not due to mutations in the PR gene. We theorize the

possibility that these changes are product of modifications in the epitope expression due to the

processing of the sample for each technique, or to post-translational changes.

The studies at RNAlevel by RNase protection assay indicate that PR expression levels in R-PI

and UR-PI tumors are similar. Probably, in UR-Pl tumors the lower expression levels observed with

Western blot are due to post-translational modifications.

ln primary cultures of UR-Pl tumors, using antisense oligonucleotides to PR (asPR) we

demonstrated that PRare involved in cell proliferation even when they have lost their ability to bind to

the antiprogestagens. The importance of these observations relies in that, if these results to humans

are possible to extrapolate to human, in the treatment of hormone resistant breast cancer strategies

designed to block the functionality of these receptors could still be used.
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FE DE ERRATAS

Página 21, renglón 20 y 25: donde dice citado en Tilley et al; 2001, deben’a leerse el número de la

cita. Tilley WD, Clarke CL, Birrell SN, Bruchovsky N. Hormones and cancer: new insights, new

challenges. Trends Endocn'nOlMetab. 2001 Jul;12(5):186-8.

Página 28, ultimo renglón: donde dice Aldaz 1996. deberia leerse el número de la cita. Aldaz CM. Liao

QY, Paladugu A, Rehm S. Wang H. Allelotypicand cytogenetic characterization of chemically induced

mouse mammary tumors: high frequency of chromosome 4 loss of heterozygosity at advanced stages of

progression. Mol Carcinog. 1996 Nov;17(3):126-33.

Página 75, renglón 2: donde dice (Maggi 1984), debería leerse el número de la cita. MaggiA, Schrader

WT, O'Malley BW. Progesterone-binding sites of the chick oviduct receptor. Presence of a weaker

ligand site which is destroyed by phosphatase treatment.J BiolChem. 1984 Sep 10;259(17):10956-66.
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I. GENERALIDADES

Los mecanismos del control de crecimiento constituyen unos de los más importantes y menos com­

prendidos de la biología. En el desarrollo y crecimiento normal hay mecanismos muy precisos que le permi­

ten a los órganos alcanzar un tamaño fijo que nunca es excedido. Normalmente, existe un balance entre

factores estimulatorios e inhibitorios del control del crecimiento. Este equilibrio se rompe cuando existe un

exceso o defecto de factores tróficos, como en el daño tisular o en síndromes de hiper o hiposecreción hor­

monal. Eventualmente, los mecanismos de homeostasis reestablecerán un equilibro, y el sistema puede re­

tornar al estado inicial o alcanzar un nuevo estado. No todas las células adultas conservan la característica

de proliferar; en la mayoría de los órganos hay células de reserva o pluripotenciales que son capaces de cre­

cer en respuesta a distintos estímulos y de diferenciarse a células especificas de cada tejido. En la mayoría

de los casos estas células son las responsables del reemplazo que requiere el mantenimiento tisular y de

regenerar los tejidos dañados. Generalmente se acepta que cuanto más altamente diferenciada es una célu­

la es más probable que haya perdido su capacidad de proliferar (1).

En algunos casos y sin una ventaja concebible para el huésped, las células dejan de responder nor­

malmente a los mecanismos de control de crecimiento y comienzan a proliferar. Este crecimiento relativa­

mente autónomo, que estructural y funcionalmente puede presentar distintos grados de atipía es lo que en

esencia se llama tumor o neoplasia. Las neoplasias se pueden clasificar en dos grupos: benignas y malignas,

a estos últimos también se los llama cánceres (2).

Higerplasias: son proliferaciones benignas de crecimiento local que pueden surgir en cualquier tejido y que

suelen regresionar cesado el estímulo que las indujo.

Tumores benignos: proliferaciones benignas, relativamente autónomas de crecimiento autolimitado, que no

se diseminan, pero pueden dañar por presión local u obstrucción. En general si son tratados no resultan fata­

les.

Displasias: lesiones epiteliales caracterizadas por una alteración de los patrones de diferenciación, asociados

a distintos grados de cambios morfológicos de la célula, con un incremento del número de mitosis, sin las



características histológicas completas de un carcinoma. Según su gravedad pueden ser leves, moderadas o

intensas. Actualmente se las considera neoplasias intraepiteliales y se las suele designar como I, Il y III.

Carcinoma in situ: lesión intraepitelial con las características citológicas de un cáncer. Al estar limitado al

epitelio no puede dar metástasis. Pueden originarse en displasias. Las displasias y el carcinoma in situ se

consideran lesiones preneoplásicas o precancerosas.

Tumores malignos o cánceres: lesiones proliferativas invasoras; son de crecimiento más rápido, infiltran el

tejido y hacen metástasis en órganos distantes. Se pueden originar en un carcinoma in situ. Si no son trata­

dos y en muchos casos aún con tratamiento son fatales. Como regla, existe una correlación entre grado tu­

moral y velocidad de crecimiento. Los tumores más diferenciados (bajo grado, Grado l) crecen más lenta­

mente y los más anaplásicos (alto grado, Grado IIIo IV)crecen más rápido. Esta regla no es universal pero da

una guía útil del comportamiento tumoral.

Los tumores malignos de tejidos epiteliales se denominan carcinomas (adenocarcinomas si se origi­

nan en glándulas).



u. CÁNCER DE MAMA

1. INCIDENCIA

El cáncer de mama es la segunda causa más común de muerte en las mujeres luego del cáncer de pul­

món (3). En los Estados Unidos, se informan aproximadamente 192.000 nuevos casos y 40.000 muertes cada

año (4). La incidencia de esta enfermedad ha aumentado durante los últimos años. Este aumento es real, y

no se debe a la cantidad de nuevos casos que pueden ahora ser detectados gracias a estudios de detección

masiva y diagnóstico temprano.

El riesgo de desarrollar cáncer de mama se incrementa rápidamente con la edad durante el período

fértil; luego de la menopausia sigue aumentando, pero más lentamente. El 20 %de las mujeres que padecen

esta enfermedad no sobreviven (3). Basado en datos de los años 1995-1997, el riesgo de ser diagnosticada

con cáncer de mama durante la vida, para una mujer en EE.UU.es de 12.8 %, o 1 de cada 8 mujeres, mien­

tras que el riesgo de morir de cáncer de mama es de 3.3 %, o 1 de cada 30 mujeres (5). Este “1 de cada 8”

representa el riesgo acumulado durante la vida en una mujer que alcanza los 85 años. En promedio, de una

cohorte de 1000 mujeres controladas desde el nacimiento hasta la muerte, 128 desarrollarán cáncer de ma­

ma. A edades tempranas el riesgo es, en realidad, menor que 1/8; a los 30 años la probabilidad de una mu­

jer de desarrollar cáncer de mama antes de los 40 es de 1/250, mientras que una mujer a los 60 tiene una

probabilidad de 1/36 de desarrollar cáncer antes de alcanzar los 70 años (6). En la Argentina los estudios

epidemiológicos indicarían que la incidencia de esta enfermedad es similar a la comunicada en los Estados

Unidos (7).

2. ETIOLOGÍA Y EPIDEMIOLOGÍA DEL CÁNCER DE MAMA

La etiopatogenia del cáncer de mama, al igual que la de otros cánceres, ha sido y es objeto de

numerosas investigaciones, pero aún permanecen sin aclararse muchos de los mecanismos involucrados. La

identificación de los factores de riesgo resulta fundamental para entender la variación de incidencia dentro

y entre los distintos paises, identificar a las mujeres que podrian beneficiarse con estrategias de promoción

de la salud y prevención de la enfermedad, y modificación de factores que podrían reducir el riesgo (8). Los

factores de riesgo identificados hasta el momento se clasifican en:



I Genéticos

- Ambientales

- Hormonales

Factores genéticos:

En una pequeña proporción de casos (alrededor de 5 %y en mujeres más jóvenes) el carcinoma de

mama se asocia a la presencia de mutaciones en ciertos genes. Sin embargo, no está claro qué cambios ge­

néticos son los importantes, si ocurren con un orden particular y no se conocen las causas de los mismos.

Algunoscambios genéticos frecuentes se describen a continuación:

(a). Cáncer de mama familiar:

Alrededor del 5-10 %de las mujeres tienen un pariente en primer grado (madre, hermana) con cán­

cer de mama, lo que confiere un riesgo relativo mayor que se incrementa si el cáncer se desarrolló a edad

temprana, si hay una historia de cáncer bilateral o si varios miembros de la misma familia han sido afecta­

dos.

BRCA1es un gen supresor de tumores fuertemente ligado al cáncer de mama y ovario familiar (9).

Este gen estaría involucrado en el mantenimiento de la integridad genómica incluyendo reparación de daños

inducidos por radiación en el ADNy regulación de la transcripción. Los ratones knock out de BRCA1no sobre­

viven a la etapa embrionaria (10). Losque expresan formas truncadas llegan a término, sin embargo las alte­

raciones del gen se asocian a inestabilidad genética, provocando la inactivación de otras proteínas (Ej. p53)

que podrían llevar a la formación de un tumor (11).

Si bien las mutaciones de BRCA1están involucradas en una minoría de los cánceres de mama (3-5 %),

las mujeres portadoras tienen una alta probabilidad de desarrollar la enfermedad y aproximadamente en el

40 %de todos los tumores de mama hereditarios BRCA1está mutado (Science editorial; 1993). Más recien­

temente se han descripto mutaciones en el gen de BRCAZ,que también sería responsable del cáncer de ma­

ma familiar y estaría involucrado en el cáncer de mama masculino hereditario (12).



En los pacientes con historia familiar de cáncer de mama, las mutaciones de genes de la familia

BRCAson comunes y el hecho de que estos genes estén involucrados en la reparación de daño inducido por

radiación advierte sobre posibles riegos en el uso de la mamografia como método de diagnóstico (13). El gen

de p53 se ha asociado a cáncer de mama familiar en el síndrome de Li-Fraumeni (14).

(b). Oncogenes y genes supresores de tumores:

El gen HERZ/neu o c-erbBZ es un miembro de la familia de receptores para factores de crecimiento

Tipo 1, similar al receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF)(15). Este gen puede estar sobreex­

presado en un amplio número de cánceres, en particular los de alto grado, y se asocia a mal pronóstico,

menor intervalo libre de la enfermedad, mayor riesgo de metástasis y resistencia a la terapia (15). Como es

abundante en tejidos neoplásicos es un blanco elegido para inmunoterapias (16) y terapia génica (17). Ac­

tualmente, el anticuerpo monoclonal humanizado Trastuzumab (Herceptina) se encuentra en fase Ill de en­

sayos clínicos. Se une al dominio extracelular de HERZ/neuy ha demostrado ejercer potentes efectos anti­

proliferativos (16).

Las alteraciones del gen supresor de tumor p53 también se han investigado extensamente en el cán­

cer de mama (18). Es una proteína que regula el ciclo celular. En condiciones de estrés celular o daño del

ADN,los niveles de p53 aumentan (síntesis de novo), y se detiene el ciclo celular en la fase G1/S, permi­

tiéndose la reparación del ADNo favoreciéndose la eliminación de la célula por apoptosis (19). De esta for­

ma, p53 protege a la célula de la propagación de daños en el genoma potencialmente oncogénicos. Su vida

media es corta debido a que se autorregula en un feed-back negativo en el cual induce el gen mdmZ, cuyo

producto inducirá inactivación rápida por unión a la p53, exportación al citoplasma y ubiquitinación (19).

Cuando el gen está mutado, la proteína falla en inducir su propia degradación y se acumula en el núcleo,

facilitándose su detección immunohistoquímíca. En los tumores, las mutaciones de p53 ocurren en puntos

calientes del gen y la inactivan, debilitando su actividad protectora. Ciertas mutaciones parecen conferir un

efecto oncogénico. No se encontraron correlaciones directas entre mutaciones de p53 y de los cánceres de

mama hereditarios (20). En el cáncer esporádico, la proporción de tumores que expresan p53 mutado au­

menta con la progresión y el grado, este aumento se asocia con disminución del tiempo de sobrevida total o

libre de la enfermedad (21), pero los datos de estudios de pronóstico son confusos.



Se han descripto mutaciones oncogénicas en otros genes pero se detectaron en una pequeña fracción

de los cánceres esporádicos sin asociaciones claras. Algunos ejemplos incluyen la proteína del ciclo celular

c-myc (22), las mutaciones de ras (23) y sobreexpresión de ciclína D1 (24).

Factores ambientales:

Dentro de los factores de riesgo ambientales se encuentran la dieta, determinantes socio-culturales y

la exposición a radiaciones ionizantes, que está directamente relacionada a mutaciones en genes supresores.

Respecto a la dieta, la mayoría de los estudios muestran que la obesidad está asociada con el riesgo de cán­

cer de mama en mujeres postmenopáusicas (25). Las xenohormonas, productos con actividad hormonal no

presentes en el reino animal, han sido foco de atención el los últimos años. Se han encontrado productos con

actividad estrogénica en, selladores dentales plásticos de mamaderas, plásticos de material para cultivo de

tejidos, etc., que podrían tener un efecto negativo sobre la glándula mamaria (26). Por otro lado, se ha

sugerido que el consumo de vegetales como la soja, rica en fitoestrógenos, podría contribuir a la baja inci­

dencia de cáncer de mama, colon y próstata observada en países como China y Japón. Estos compuestos son

un grupo químicamente diverso, sintetizado por las plantas y que pueden tener un efecto estrogénico en

animales, y de los cuales se han reportado efectos tumorigénicos y protectores. Existe una correlación nega­

tiva entre incidencia de cáncer de mama y dietas ricas en fitoestrógenos de algunas poblaciones asiáticas

(27). En estudios de carcinogénesis, los isoflavonoides de la soja demostraron tener un efecto protector en

el 65 %de los estudios y en ningún caso se observaron aumentos de la incidencia tumoral (28). Uno de los

fitoestrógenos más abundantes en los granos de soja es la genisteína, que posee débil actividad estrogénica

demostrada en algunos modelos animales (28). La genisteína también es un inhibidor específico de tirosina

quinasas, topoisomerasa IIy otras enzimas criticas para la transducción de señales (28). Se ha informado que

los fitoestrógenos tienen efecto estrogénico a concentraciones bajas (27) y en concentraciones mayores,

similares a las alcanzadas en una dieta rica en soja, se comportan como fuertes agentes citotóxicos, aún en

células que no expresan receptores de estrógeno como las HeLa. Estas evidencias indicarían que, en el me­

canismo de acción de los fitoestrógenos, el balance riesgo/protección dependería de la cantidad consumida

(27).



Los factores socio-culturales explicarían las importantes diferencias en la incidencia de cáncer de

mama en los distintos países (29). Las tasas de incidencia son seis veces más altas en los EE.UU.,Canadá o el

Norte de Europa que en Asia o África negra. Estas diferencias no parecen estar determinadas por distinta

susceptibilidad genética ya que la incidencia de cáncer de mama de las norteamericanas negras y blancas es

muy similar (60.1 y 62.3 casos por 100000 respectivamente), y a su vez diferente de las mujeres negras afri­

canas nativas (3 casos por 100000) (8). Por último, la exposición a radiaciones ionizantes puede aumentar

significativamente el riesgo de cáncer de mama especialmente si ocurre entre la pubertad y los 30 años (8).

Factores hormonales:

Se ha demostrado que las hormonas ováricas cumplen un papel fundamental en el cáncer de mama

humano. Estudios realizados en la población femenina mundial, han implicado a los estrógenos como los

responsables en distintas etapas de la transformación (30;31). A continuación se enumeran los factores de

riesgo que se asocian a incrementos de, o a mayor exposición a hormonas ováricas, y a su vez a mayor inci­

dencia de cáncer de mama:

a. Menarca temprana.

b. Menopausia tardía.

c. Primer embarazo tardío.

d. Dar a luz sin amamantamiento posterior o períodos de amamantamiento cortos.

e. Nuliparidad y/o alteraciones en la ovulación.

f. Obesidad en mujeres post-menopáusicas.

g. Dietas ricas en grasas y proteínas.

h. Tratamientos prolongados con dosis farmacológicas de estrógenos.

El efecto protector de una menopausia temprana así como también una menarca tardía demuestra

que la exposición durante los ciclos menstruales normales a estradiol y/o progesterona aumenta el riesgo de

incidencia de cáncer de mama, probablemente debido a que las hormonas ováricas estimularían directa o

indirectamente la proliferación celular de las células mamarias. La glándula mamaria posee desde el naci­

miento una enorme cantidad de células pluripotenciales. La lactancias completas inducen sucesivos ciclos de

diferenciación, y con ellos, una disminución de la población de las posibles células blanco de carcinógenos.



Elefecto protector de la lactancia está ausente en las nulíparas, y parcialmente en las pacientes con emba­

razos tardíos, en las cuales el teórico carcinógeno ha tenido más tiempo para actuar. Los tratamientos pro­

longados con dosis farmacológicas de estrógenos se relacionan también con el aumento de incidencia de la

enfermedad. Todos estos factores inducen un aumento de la proliferación celular e inducirían también un

aumento de células madre no diferenciadas (32). La obesidad durante la post-menopausia y el consumo de

dietas ricas en grasas y proteínas aumentan el riesgo de contraer la enfermedad. Esto estaría asociado a los

altos niveles de estrógenos circulantes formados a partir de la aromatización de la androstenediona en el

tejido adiposo (33:34).

Durante años se postuló que los efectos proliferativos de los estrógenos y diferenciadores de la pro­

gesterona (Pg) en el útero eran extrapolables a la glándula mamaria. En los últimos 10 años han surgido, sin

embargo, numerosas evidencias epidemiológicas (35-39) que se han sumado a las experimentales (40-53)

(54) que apuntan a un papel protagonista de los progestágenos en el cáncer de mama.

Especialmente dramática fue la comunicación de la Woman's Health Initiative Group (WHI)(55) en

mayo de este año (2002) en la que se decide suspender un ensayo clínico en el cual se trató a un grupo de

mujeres post-menopáusicas con útero intacto con 2.5 mg acetato de medroxiprogesterona (MPA)y 0.625 mg

de estrógenos conjugados durante una media de 5.2 años. Ungrupo similar, de mujeres histerectomizadas se

trató exclusivamente con estrógenos. Si bien se encontraron incrementos en la incidencia de enfermedad

coronaria, accidentes cerebrovasculares y trombosis, la razón por la cual se suspende el ensayo es el aumen­

to de incidencia de cáncer de mama invasor en el grupo tratado con estrógenos + MPA,pero no en el grupo

tratado con estrógenos solamente. Elaumento se observó a lo largo de todos los grupos étnicos y estratos de

edad. Por lo tanto, el ensayo de WHIes el pn'mero de este tipo randomizado y controlado que confirma que

la terapia de reemplazo con estrógenos + MPAaumenta el riesgo de incidencia de cáncer de mama invasor

(55). Estos datos exceden los epidemiológicos reportados previamente, donde se había informado un aumen­

to del 15 %para el mismo tipo de tratamiento durante los primeros 5 años y de 53 %luego de más de cinco

años. Cabe destacar que otros estudios, si bien no de esta magnitud habían informado que la terapia de

estrógenos + Pg estaría asociada a un aumento de la incidencia del cáncer de mama mayor que con estróge­

nos solamente (36;38;56).



3. ESTRUCTURA NORMAL DE LA GLÁNDULA MAMARIA HUMANA

La glándula mamaria es un sistema de 15-20 conductos que convergen en el pezón, se arborizan den­

ro de la masa adiposa de la mama y terminan en miles de pequeñas unidades secretorias llamadas unidades

terminales túbulo-alveolares (terminal duct lobular units: TDLU).En la Figura 1-1 se muestra un esquema de

la glándula mamaria normal. El estroma está compuesto de células mesenquimáticas de aspecto fibroblásti­

co altamente especializadas que sintetizan y mantienen la matriz extracelular, además de una heterogénea

población de elementos celulares como polimorfonucleares, linfocitos, plasmocitos y mastocitos, entre

otras. Las células estromales de la mama secretan y/o activan citoquinas y factores de crecimiento compo­

nentes de la matriz, todos los cuales influencian el crecimiento y diferenciación del compartimiento epite­

lial. Cada conducto está formado por una capa interna de células cuboides epiteliales rodeada de una capa

basal de células mioepíteliales (células especializadas con caracteristicas epiteliales y mesenquimáticas) que

secretan parte de la membrana basal de las unidades secretorias, y tienen influencias importantes en la

funcionalidad y desarrollo de la glándula (57). Ambos tipos celulares parecen derivar de una célula progeni­

tora común. Las unidades acinares pueden agrandarse y multiplicarse bajo estimulación hormonal (Ej. lac­

tancia) o en la neoplasia, dando origen a espacios de mayor diámetro, de calibre similar al de los conductos.

Se acepta actualmente que los carcinomas ductales y lobulillares se originan en la unidad terminal túbulo­

alveolar TDLU(58).

Las células epiteliales y algunas de las estromales de la mama responden a las hormonas femeninas,

particularmente estrógenos, Pg y prolactina (PRL),y expresan los correspondientes receptores. Losandróge­

nos causan la atrofia de estas células. Lascélulas neoplásicas también pueden expresar receptores hormona­

les y con la terapia hormonal se intenta modificar el crecimiento de estos tumores. El nivel de exposición a

los estrógenos puede afectar el desarrollo del tumor.

4. HISTOLOGÍA Y CLASIFICACIÓN

Elcarcinoma de mama, como otros carcinomas, es inicialmente una enfermedad local que se extiende

luego por vía linfática a los ganglios vecinos, para diseminarse a partir de allí, por vía hemática a otros órga­

nos (8). Se pueden distinguir dos tipos fundamentales:



A. No invasores: El carcinoma in situ de la glándula mamaria se caracteriza por la proliferación de

células malignas dentro de los conductos (carcinoma ductal in situ) y lobulillos (carcinoma lobulillar in situ)

sin invasión del estroma adyacente.

B. Invasores: Constituyen un grupo de lesiones histológicamente heterogéneas. Los de tipo ductal

son los más frecuentes (75 %de los carcinomas de mama) y en general rnetastatizan en los ganglios linfáticos

axilares, hueso, pulmón, hígado y cerebro. Los carcinomas invasores lobulillares son menos frecuentes (5-10

%de los carcinomas de mama) y, por lo general, están compuestos por pequeñas células que se organizan en

fila alrededor de conductos y lobulillos. Los sitios más frecuentes de metástasis son los ganglios linfáticos

axilares y las superficies serosas y meningeas. Además, existen otros tipos especiales de carcinomas de ma­

ma invasores mucho menos frecuentes como el tubular, el medular y el mucinoso (8).

5. GRADUACIÓN DE LOS TUMORES

En un intento por proveer una elección del tratamiento y predicción del comportamiento, se han uti­

lizado los sistemas de graduación. Usualmente se utiliza es sistema de gradación de Bloom y Richardson (59)

que emplea dos o tres parámetros, de los cuales el principal es el grado nuclear. Este tiene en cuenta el

tamaño y forma del núcleo, apariencia nucleolar y distribución y densidad de la cromatina. El otro criterio

es la presencia o ausencia de necrosis central y su tamaño, y el grado de organización de las células y su

núcleo, en particular si están alineadas entre ellas y con la membrana basal (polarización). Sin embargo

estos criterios siguen teniendo cierto grado de subjetividad y cuando el grado es intermedio se superpone

tanto con lesiones de alto o bajo grado. Si bien se acepta que la mayoría de los patólogos entrenados y con

consenso previo pueden alcanzar un buen nivel de acuerdo, no se ha adoptado aún un sistema universal, en

parte porque hay resultados diferentes en los análisis basados en pequeños subgrupos, o donde parámetros

tales como la extensión de la lesión no han sido tomados en cuenta. Durante años se ha tratado de buscar

marcadores moleculares que puedan ser cuantificados “objetivamente” y que se relacionen directamente

con pronóstico, respuesta al tratamiento, recurrencias, etc., pero muy pocos hasta el momento, con excep­

ción de receptores de estrógeno (RE)y progesterona (RP), tienen utilidad en la práctica diaria. Uno de ellos



es el c-erbB-Z, cuya determinación se utiliza para poder elegir pacientes con posibilidades de responder al

Trastuzumab (60).

6. BIOLOGÍA DEL CÁNCER DE MAMA

En el cáncer de mama se postulan distintos momentos evolutivos o etapas biológicas. La expresión

clínica de estas etapas se caracteriza por un incremento progresivo de la agresividad que se asocia a carac­

terísticas histológicas y patrones biológicos específicos: lesiones preneoplásicas y lesiones invasoras hormo­

no-dependientes y hormone-independientes, estas últimas son en general expresión de progresión y disemi­

nación. Los mecanismos que disparan la progresión a través de las distintas etapas y que culminan con la

adquisición de un crecimiento autónomo (hermano-independiente) se desconocen, pero su estudio es de

fundamental importancia. Según el estadío en que se encuentra el tumor en el momento del diagnóstico

será el tratamiento elegido. En la clínica se predice el grado de dependencia hormonal evaluando la presen­

cia de receptores hormonales.
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Figura 1-1: Glándula mamaria humana. A. Esquema de los conductos terminales que se ramifican formando

en su extremo terminal las unidades secretorias o TDLU. B. Corte longitudinal de un a ramificación terminal

con TDLUs. C. Corte transversal (a-b) de un conducto formado de una capa de células epiteliales luminales

alineadas, rodeadas de una capa basal de células mioepiteliales. D. Corte transversal (c-d) de un lobulillo o

unidad secretoria.



Ill. RECEPTORES HORMONALES

En la clínica, se utiliza la identificación de REy de RP para elegir a los pacientes que podrían res­

ponder a la terapia hormonal con tamoxifeno. Estos receptores pertenecen a la superfamilia de receptores

nucleares y se incluyen dentro de la subfamilia de receptores esteroides (Figura 1-2) a la que también per­

tenecen entre otros, los de andrógenos (RA),glucocorticoides (RG)y mineralocorticoides (RM).Los recepto­

res esteroides son factores de transcripción que existen como apoproteínas inactivas formando parte de

complejos multiproteicos que se encuentran en el citoplasma y/o en el núcleo (61). Al unirse la hormona, se

activan a través de una “transformación” que involucra fosforilación, cambio de conformación y liberación

de proteínas de shock térmico (heat shock proteins: hsp. Ej.: hsp 70 y hsp 90). En algunos casos su activa­

ción/dimerización inducida por la unión de ligando no es necesaria para su actividad biológica, por ejemplo

monómeros de los receptores RXRy de hormona tiroidea son capaces de silenciar la actividad transcripcional

basal (Figura 1-2). En ausencia de ligando, los RAy los RG se encontrarían fundamentalmente en el cito­

plasma mientras que los RP y REestarian en el núcleo (62). Los primeros estudios sobre localización de los

receptores esteroides indicaban que difundían libremente al citoplasma y eran reclutados al núcleo activa­

mente (63). Más recientemente, se ha demostrado en el caso del RGy RPque su liberación de la matriz nu­

clear es dependiente de ATP (64). Los receptores activados se dimerizan y se unen al ADNen secuencias

consenso llamadas elemento respondedor de hormonas (hormone responsive element: HRE).El HREconsiste

en una secuencia invertida separada por tres nucleótidos. Los RP, RG, RAy RMse unen todos a la misma

secuencia (AGAACAnnnTG'ITCT),mientras que los RE se unen a AGGTCAnnnTGACCT(61). Una vez unido a

estas regiones del ADN,el dímero de receptor facilita la formación del complejo de preiniciación reclutando

factores co-activadores y/o represores, para de esta forma activar o disminuir la transcripción de ciertos

genes (62). Ocasionalmente, las hormonas esteroides también regulan negativamente la expresión de genes

afectando la estabilidad del ARNmy la eficiencia de la traducción (61).
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Figura 1-2: Organización estructural y funcional de los receptores nucleares. Los cinco dominios

(A-F) abarcan regiones conservadas en cuanto a secuencia y función. Todos los receptores nucleares

contienen un dominio de unión al ADN (DBD), que es el dominio más conservado. El dominio de unión

al ligando (LBD) se encuentra en la región C-terminal. Las regiones más variables son la N-terminal

(A/B) y la cola C-terminal (F). Muchos miembros de la familia de receptores nucleares forman homo o

heterodímeros y las secuencias importantes para esta función se encuentran dentro del DBD y LBD.



El análisis de la secuencia de aminoácidos de los receptores esteroides indica que su estructura pue­

de ser dividida en van'os dominios modulares (Figura 1-3). La longitud y secuencia del dominio N-terminal

A/Bes altamente variable entre los distintos receptores. Generalmente en este dominio se localiza una fun­

ción de transactivación (activation function: AF), que activa a los genes blanco presumiblemente interac­

tuando con otras proteínas de la maquinaria transcripcional (citado en 61;65;66). La región C contiene dos

dedos de zinc del tipo II, que son los responsables de la dimerización y reconocimiento de los HREsen el

ADN, a este dominio se lo llama de unión al ADN(DNAbinding domain: DBD)(61). En la región D se encuen­

tra una secuencia variable llamada región bisagra (hinge), que confiere a la proteína la posibilidad de ple­

garse y sufrir cambios conformacionales. En esta región generalmente se encuentra la secuencia de localiza­

ción nuclear (RGy RP). El dominio de unión al ligando (ligand binding domain: LBD),se halla hacia la parte

C-terminal de la región D (región E). Este dominio es relativamente largo (aprox. 250 aa), complejo y con­

tiene además regiones necesarias para la localización nuclear, dimerización, transactivación, y la interac­

ción con hsps (61). Finalmente, localizada en el extremo C-terminal se encuentra la región F, de función

desconocida.

[ninlclnl E IFI
DBD:dominiode uniónalADN _

LDB: dominio de unión al Iigando

Dimerizadón

Unión a hsp

AFs:funcionesdetransactivación — - _­

NLS:secuenciadelocalizaciónnuclear _ _

UniónaTFIlB

Figura 1-3: Dominios funcionales de los receptores esteroides. La estructura de los receptores

esteroides se puede dividir en seis dominios: A, B, C, D, E y F. La función de cada dominio está

indicada por las líneas sólidas. Copiado de Tsai er al, 1994.



RECEPTOR DE PROGESTERONA

Se conocen dos isoformas del RP que son codificadas por el mismo gen: RPAy RPB(67). Ambas iso­

formas se dimerizan y pueden unirse al ADNcomo homodímeros RPA/ RPAy RPB/ RPBo como heterodímeros

RPA/ RPB(68). El peso molecular (PM) de cada isoforma difiere según la especie, pero como regla general

RPAes más liviana y su secuencia más corta que RPB.Por ejemplo, el PMde RPBen la especie humana (hRPB)

varía entre 116 y 120 kDa mientras que hRPAoscila entre 79 y 94 kDa, encontrándose truncada en su extre­

mo N-terminal (68). En aves, cRPa tiene un PM de 117 kDa y cRPAde 79 kDa; en conejos rRPBde 110 kDa y

rRPA79 kDa (69). En roedores, el PM de RPBy RPAes 115 y 83 kDa respectivamente (67). Ambas isoformas se

expresan en cantidades equimolares en aves y humanos, pero en roedores RPAes la isoforma predominante

(67:70). En aves, ambas proteínas son sintetizadas por traducción alternativa de un único ARNm(71); en

humanos y ratón a partir de dos ARNmdistintos que se sintetizan por transcripción alternativa a partir de

dos promotores (72;73). EL estudio de la secuencia del ADNcopia (ADNc)del RP humano permitió definir

otro sitio de iniciación de la traducción, río abajo del sitio de iniciación de la traducción de RPA.La nueva

isoforma identificada truncada en su extremo N-terminal sólo abarca el segundo dedo de zinc del DBD,se­

cuencias de localización nuclear, dimerización y el LBD(74). Esta tercer isoforma de 56 kDa se ha llamado

RPCy si bien se postula que tiene una función inhibitoria de la actividad de las otras dos, no se le ha dado

una importancia significativa durante los últimos años.

La activación del RP involucra cambios estructurales a nivel proteico. Los dímeros de RP activados

forman complejos multiproteicos con co-reguladores que proveen un soporte enzimático para la regulación

de la trascripción. Los co-reguladores (Ej. proteínas de la familia SRC)influencian la remodelación de la

cromatina por acetilación/deacetilación y metilación de histonas (75). Másaún, se cree que estas proteínas

co-regulatorias se unen diferencialmente a distintos receptores esteroides y que funcionan de una manera

combinatoria o secuencial para controlar la transcripción (76). La unión de ambas isoformas al ADNinduce

plegamientos en la estructura cromatínica, siendo RPBla que induce un plegamiento mayor (77).

Dentro de la secuencia del RP se han descripto distintas funciones aparte de las enunciadas ante­

riormente y que serían responsables de la actividad diferencial de las isoformas. Por ejemplo, hRPBposee en



su región N-terminal otro dominio de transactivación llamado AF-3 (62). En ambas isoformas se encuentra

una función autoinhibitoria (lnhíbitory function: IF) localizada en el dominio A/B (aa: 165-456; Figura 1-4)

(78-80). La isoforma RPBtendría un dominio en su extremo N-terminal que inactiva al IF, mientras que RPAal

ser más corta carece del mismo y por lo tanto es susceptible a la inhibición por su propia IF. También poseen

una secuencia de sumoilización (SU) (aa: 387-391), que también sería la responsable de la actividad autoin­

hibitoria y transrepresora de la isoforma RPArespecto de la RPa,observada bajo algunas condiciones (81).

La mayoría de los receptores esteroides (RP, RG, RE) son fosforilados post-traduccionalmente. El

proceso de fosforilación-desfosforilación sería un mecanismo de regulación de la activación, unión a la hor­

mona, unión al ADNy transactivación (82). En experimentos realizados con tejido de oviductos de pollo, se

detectaron cuatro sitios de fosforilación en serina (Serm, Serm, Serm, Ser53°)en la región común a RPAy

RPB.Tres de los sitios de fosforilación se encuentran en la región N-terminal (importante para la activación

transcripcional) mientras que el cuarto sitio se encuentra en la región bisagra (Citado en (83)). Los RP se

encuentran fosforilados aún en un estado basal de la célula y en presencia del ligando se hiperfosforilan.

Aún no se conoce la función de la fosforilación y podría estar asociada a la liberación de hsps, dimerización,

unión al ADNy regulación del estado funcional del receptor mientras se encuentra unido a la maquinaria de

transcripción (84). La fosforilación cumpliría un papel fundamental en la activación de los receptores este­

roides ya que se observó que muchos de ellos pueden ser activados en ausencia de hormona, por estimula­

ción de vías de fosforilación (quinasas dependientes de ciclínas, MAPquinasas y quinasas dependientes de

estrés). La activación de algunas de estas vías, como por ejemplo la de PKA,pueden alterar la respuesta a

ciertos antagonistas como ocurre con el RU 38486, que en presencia de niveles altos de AMPcse comporta

como agonista del RP (85).

Existen numerosas evidencias de la existencia de una conversación cruzada entre la vía del RP y

otras vías de transducción de señales (62). Por ejemplo, el neurotransmisor dopamina tiene efecto sobre el

comportamiento reproductivo de ratones hembra vía una conversación cruzada entre su receptor de mem­

brana y el RP intracelular (86). Los niveles de fosforilación del RP aumentan en células T-47D que sobreex­

presan MEK1,y este fenómeno concuerda con un aumento de la transcripción de un gen reportero y la poste­

rior degradación del receptor. Estos experimentos sugieren una conversación cruzada entre el RPy las vías

de señalización de factores de crecimiento en células de cáncer de mama, donde el RPsería fosforilado por



MAPK(87). La activación de la vía de PKAaumenta la actividad transcripcional del RPBen células T-47D (88)

y en aves activa la transcripción dependiente de RP por activación del coactivador SRC-1(89). También se

ha descripto comunicación cruzada entre RPAy RE o RPAy RG, donde la primera inhibe la actividad trans­

cripcional de las segundas, probablemente por una competencia entre factores (84;90).

AF 3 ¡F AF 1 AF 2

SU

Figura 1-4: Modelo del receptor de progesterona humano mostrando el sitio de iniciación de la traducción de

RPB y de RPA. BUS (B upstream sequence): segmento exclusivo de la isoforma RPB; DBD: dominio de unión al

ADN; H: región bisagra; LBD: dominio de unión al ligando; Hinge: secuencia de localización nuclear y región visa­

gra; AF: secuencias de transactivación, AF l es ligando independiente, AF2 ligando dependiente y AF3 ligando de­

pendiente específica de RPB. IF: función inhibítoria, sólo activa en la isoforma RPA.SU: región de sumoilización

ACCIONES NO GENÓMICAS DE LA PROGESTERONA - RECEPTORES DE PROGESTERONA DE MEMBRANA

Desde hace más de 30 años, existen evidencias que sugieren efectos proliferativos y electrofisiológi­

cos de los esteroides que ocurren muy rápido y podrían estar mediados por una señal a nivel de la membrana

plasmática. Existen diversos sistemas en la naturaleza donde los esteroides ejercen efectos no genómicos



mediados por otros receptores. Entre ellos se encuentra la modulación GABAérgicapor neuroesteroides (co­

mo Pg) (91), o la liberación de calcio inducida por Pg en la reacción acrosomal de espermatozoides de mami­

feros en los que no se ha identificado al RP nuclear clásico (92). Además, estos efectos no son enantio­

selectivos, son necesarias altas concentraciones de hormona para lograr un efecto (10" M)y en muchos casos

no se bloquean con antiprogestágenoslantagonistas como el RU38486. Estos datos llevan a pensar que en

estos sistemas existen otras proteínas capaces de unir Pg que no pueden ser asociadas a los receptores nu­

cleares clásicos.

Losefectos no genómicos de la Pg también se han descripto en células de la granulosa, donde el au­

mento de la entrada de calcio durante los primeros 5 segundos ocurre a concentraciones de 0.1 pM-1 nM,

siendo este efecto mediado por una proteína G (93). Las evidencias indican que existe un RP de membrana,

pero que sería diferente al RP clásico conocido. En extractos de membranas de cerebro de ratón se encon­

traron proteínas de 29-64 kDa que unen Pg (94). En membranas de hepatocitos de rata se han descripto dos

sitios capaces de unir Pg, uno con Kd9.5 nMy otro 50.7 nM(95), mientras que en microsomas de hepatocitos

porcinos se han identificado dos sitios pero de Kd 11 y 286 nM, además de dos proteínas, una de 28 y otra de

56 Kda (96).

Los efectos no genómicos de la Pg también se observan en otros niveles de la escala evolutiva como

en la maduración de ovocitos de Xenopus laevis, donde la Pg también ejerce una acción no genómica y en­

antio-selectiva. Masui et al demostraron inyectando el esteroide dentro del ovocito que no se inducía la

maduración, pero sí incubándolo en un medio con Pg (citado en (97), indicando que el efecto se ejercía des­

de afuera por unión a un receptor en la membrana. Estos datos fueron confirmados induciendo la madura­

ción con Pg unida a BSA(citado en (97) y en ovocitos enucleados o tratados con actinomicina D donde no es

posible un efecto genómico (citado en (97). Si bien se ha reportado que el RPclásico asociado a la membra­

na plasmática sería el responsable de la maduración de los ovocitos (98;99), estos resultados no son del todo

convincentes puesto que la ECSOnecesaria para lograr la maduración es de alrededor de 200 nM, o sea unos

dos órdenes de magnitud mayor que la del RPclásico (97).

RECEPTORES DE ESTRÓGENOS
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El REexiste como dos isoformas distintas cada una localizada en genes separados y en distintos cro­

mosomas (100). El primero en describirse fue el REa con PMde 67 kDa (101), pero los efectos de los estró­

genos sobre tejidos y células de ratones knock-out del REa (alfa-ERKO)indicaban que debía existir otro re­

ceptor capaz de unirseles. Recientemente se ha clonado de próstata de rata el REDcon un PMde 54 kDa

(102). Los RE comparten un 96 %de homología en el DBDy 59 %en el LBD(Figura 1-5). Se han descripto nu­

merosas variantes de cada tipo de receptor, que son productos del corte y procesamiento alternativo de

cada uno de los ARN(citado en (103). Ambos receptores comparten una relación entre ellos similar a la que

existe entre el RGy RMo RGy RP, que muestran homología entre sus dominios de unión al ADNy al ligando

similares a las compartidas entre REa y REB.Los dos tipos de REse expresan ampliamente en van'os tejidos.

En el humano, el REBse expresa en tejido nervioso, aparato cardiovascular, sistema inmune, tracto urogeni­

tal, tracto digestivo, riñones y pulmones (104). REase encuentra mayormente expresado en glándula mama­

ria y útero si bien REBtambién se expresa, aunque en menor proporción (REa/REB:9/1) (105).

La distribución diferencial de ambos receptores correlaciona con respuestas biológicas diferentes. En

la glándula mamaria de roedores, durante la fase más proliferativa (inicio de la preñez) hay baja expresión

de REa y alta de REB(Shigehira S et al; 1999). De hecho, esta última se mantiene constante y es la forma

predominante en la mama normal y tumores benignos. La situación opuesta (REa>REB)parece característica

del cáncer de mama aunque este concepto todavía no está bien establecido debido a la escasa información

que existe concerniente a REB(105). Todos estos resultados llevan a inferir que el REBpodria tener un papel

protector de la carcinogénesis (104), pero también existen evidencias que contradicen esta afirmación. En

un muestreo piloto sobre 240 tumores de mama Fuqua et al (citado en Tilley et al; 2001) evaluaron la pro­

porción relativa de REa y RED.Si bien una alta proporción coexpresa ambos receptores, REa está más aso­

ciado con la expresión de RP y correlacionó positivamente con parámetros biológicos indicativos de buen

pronóstico como bajo grado y diploidía. En contraste, REBse correlacionó con un pronóstico menos favorable

y aneuploidía, especialmente en ausencia de REa. Coincidiendo con estos resultados, Murphyet al informa­

ron que los tumores con mejor pronóstico tienden a expresar una mayor proporción de REa (citado en Tilley

2001).
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Figura 1-5: Receptores de estrógeno humanos. DBD: dominio de unión al ADN; Hinge:

región visagra; LBD: ligand binding domain. Los números indican la homología entre los re­

ceptores en cada dominio.

El REha sido el foco de interés en el estudio del cáncer de mama, debido a la asociación entre su

expresión y la respuesta favorable a la terapia endocrina (106). La terapia más ampliamente usada es el

tratamiento con el antiestrógeno tamoxifeno, lo que indicaria la importancia del REen el cáncer de mama.

Desde hace más de 25 años se evalúa la expresión de RE, siendo éste un buen marcador de sensibilidad a

hormonas en la mama (103). En la clínica dichos estudios se realizaban por técnicas de unión del radioligan­

do al receptor y más recientemente con técnicas de inmunohistoquimica. Estas dos metodologías no discri­

minan entre una u otra isoforma ya que REocy REBtienen igual afinidad por el 17-B-estradiol (E2)y la mayo­

ria de los anticuerpos utilizados en inmunohistoquimica son policlonales producidos con REpurificado, gene­

rados antes de la descripción del REB.Como se ha descripto en el párrafo anterior, sería de suma importan­

cia reevaluar los resultados informados hasta el año 1996 (previos a la descripción del REB)y discriminar

cual de las dos isoformas es la indicadora de buen pronóstico. Alrededor de 2/3 de los pacientes con tumores

que expresan REa responden favorablemente al tamoxifeno y otras terapias endocrinas. Pero aún los cánce­

res de mama respondedores parecen seguir un patrón predecible de progresión hacia un fenotipo más malig­

no y resistente a la terapia hormonal. Sin embargo, las células que adquieren este fenotipo frecuentemente

conservan la expresión de REy RP (106). La resistencia a la terapia hormonal puede desarrollarse debido a
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cambios a nivel del REmismo o vías de señalización pre y/o post receptor. Se han propuesto al menos cuatro

posibles mecanismos para la adquisición de resistencia a la terapia hormonal (107):

1) Pérdida o mutación de RE.

2) Alteraciones de los niveles de otros mensajeros (AMPc)o activación de cascadas de fosforila­

ción (MAPK),o cambios en los niveles de co-reguladores (CBP/p300, SRC-1)y co-represores

(N-cor/SMRT)que influencian la actividad transcripcional del RE.

3) Cambios en la sensibilidad/producción a/de factores de crecimiento, o interacciones para­

crinas.

4) lncorporación y retención alterada del antiestrógeno, o metabolismo de la droga.

La idea de deleciones/ mutaciones en el REresulta, por su simpleza, la hipótesis más atractiva para

explicar la resistencia a la terapia hormonal. Durante años se ha invertido mucha energía en buscar varian­

tes del REa nivel de ARNmy proteína. De hecho se han descripto numerosos productos generados por corte

y procesamiento alternativo del ARNmde REa y últimamente de REB(108-110), pero en la mayoría de los

casos estos productos se encuentran en el tejido normal o no correlacionan con mayor grado tumoral o resis­

tencia al tamoxifeno. Estos datos llevan a un debate sobre la malignidad de estas variantes y su papel en la

adquisición de hormono-independencia y resistencia hormonal (103;111). Paralelamente, se ha tratado de

correlacionar la expresión de formas anormales (truncadas, mutadas) del REcon el cáncer de mama y con la

resistencia a la terapia endocrina (103;111;112), pero hasta el momento nada se ha podido concluir de estos

estudios.

Recientemente, se han descripto sitios receptores para estrógeno en membranas celulares de útero

de conejo (113) así como también de la línea celular MCF-7de cáncer de mama humano (114). Estos recep­

tores tendrían una estructura similar a la del REa clásico puesto que son reconocidos por los mismos anti­

cuerpos. Un pequeño porcentaje de la unión del ligando total (5-10 %, (115)) correspondería a estos recepto­

res de membrana. En células T-47D se demostró una interacción del REa y RPBa nivel de membrana (116)

dónde los autores postulan una conversación cruzada entre las vías del REy RP.



IV. PROGESTERONA EN LA GLÁNDULA MAMARIA NORMAL

El desarrollo de la glándula mamaria normal continúa luego del nacimiento y en una forma disconti­

nua. En todas las especies, las glándulas están compuestas de varios tipos celulares que proliferan en res­

puesta a diversos estímulos, pero el epitelio es blanco para la proliferación y diferenciación. Lospatrones de

crecimiento, así como la generación de varias de las estructuras morfológicas importantes son similares en la

glándula mamaria humana y murina (117). La proliferación y diferenciación de la glándula mamaria se indu­

cen principalmente por estrógeno y Pg. La mayoria del desarrollo mamario acompaña a la pubertad y la pre­

ñez, que son los dos estados fisiológicos bien definidos en los que estrógeno y Pg son las hormonas dominan­

tes. Durante la pubertad, el crecimiento epitelial es ductal con un patrón de ramificación que asemeja a un

árbol (Figura 1-6, estadío de brote alveolar) y cuando las glándulas se completan (estadío alveolar), se vuel­

ven quiescentes excepto por períodos cortos durante el ciclo de ovulación. Durante el inicio de la preñez y

bajo influencia de la Pg, las células epiteliales comienzan a proliferar resultando en más ramificaciones y

crecimiento lóbulo-alveolar (Figura 1-6, lóbulos de tipo 2 y 3) (118;119). Este tipo de crecimiento representa

un estado de la glándula mamaria diferenciado desde el punto de vista morfológico y es durante la lactancia

que la glándula se diferencia completamente y adquiere su funcionalidad.

Otra hormona que juega un papel muy importante en el desarrollo y diferenciación de la glándula

mamaria es la prolactina (PRL).Interviene en el desarrollo lóbulo-alveolar y proliferación de las células epi­

teliales alveolares que ocurre durante la preñez. Por otro lado, el crecimiento cíclico de la glándula madura

durante el ciclo estral requiere de PRLpara mantener la sensibilidad de las células epiteliales a estrógeno y

Pg. Si bien su papel en este caso no seria mitogénico sino que tendria un a función permisiva (120).

EL RECEPTOR DE PROGESTERONA Y SUS ISOFORMAS EN LA GLÁNDULA MAMARIA NORMAL

En la glándula mamaria la síntesis del RP está bajo control del REpero, por otro lado, la Pg antago­

niza la acción de los estrógenos regulando negativamente la expresión del RP (73). Como cada una de estas

dos hormonas regula las actividades de la otra, su impacto individual ha sido poco claro. Durante los últimos

años, con el desarrollo de los ratones knock-out del gen del REa y RP (RPAyRPB)(alfaERKOy PRKO),el papel

24



lO...OO...OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOCOOOODOOOOÍ

DESARROLLO DE LA GLANDULA MAMARIA
mmm deJ Russoetal,1982
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BETxBret: dal Extrane‘nmhal
CT: ConductoTcrmhal
BA:Brotothr

Figura 1-6: Representación esquemática del desarrollo de la mama de ratón. La mama

inmadura está formada por conductos que terminan en los brotes terminales (BET), o

conductos terminales (CT). Al inicio de la pubertad, los conductos crecen y se dividen con un

patrón que asemeja a un árbol, a partir de los BET se desarrollan los brotes alveolares (estadío

de brote alveolar) que siguen creciendo hasta alcanzar una estructura de lóbulo tipo 1 en el

estadío alveolar. El número y tipo de lóbulos aumenta con la edad y las sucesivas preñeces

alcanzando los estadios alveolares de lóbulo tipo 2 y 3.
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relativo de estos receptores se ha vuelto más claro. En los ratones alfaERKOse observan alteraciones graves

de la morfogénesis ductal (121). En los PRKOel crecimiento ductal acompaña a la pubertad y no se observan

alteraciones en la morfogénesis (122;117), pero no hay crecimiento ductal lateral (branching) y desarrollo

lóbulo-alveolar durante la preñez (122). Por lo tanto, en la morfogénesis de la glándula mamaria, el REa

tendría un papel importante durante la pubertad y el RPsería necesario para la generación de estructuras

lóbulo-alveolares que ocurren durante la preñez. Estos resultados indican que, si bien las dos hormonas tie­

nen efectos proliferativos, sólo la Pg está asociada a la diferenciación lóbulo-alveolar. La importancia de

estos resultados radica en que la diferenciación no solo está asociada a la adquisición de funcionalidad, por

ejemplo la producción de leche durante la lactancia, sino en que la falta de diferenciación sumada a la pro­

liferación de células del epitelio mamario es un factor de riesgo importante en la carcinogénesis.

Durante la etapa adulta no todas las células de los conductos expresan RP (117). Dentro del mismo

conducto se encuentran células RPpositivas y negativas que pueden estar adyacentes, y no se detecta RPen

el estroma (123).

La regulación de la expresión de isoformas del RP es cn'tica para el desarrollo mamario normal. En

roedores adultos la proporción de RPA/RPBes 3/1 (67:70). Estudios in vitro demostraron que ambas isofor­

mas pueden tener diferentes funciones en la misma célula y también una actividad diferente según los tipos

celulares (124). RPApuede disminuir o aumentar la actividad transcripcional de RPBdependiendo del tipo

celular (124-126). Estos resultados refuerzan la hipótesis de que la respuesta apropiada de las células a la Pg

depende de la regulación de la expresión y/o actividad de ambas isoformas del receptor (127).

Se han desarrollado líneas celulares inmortalizadas o transformadas con el objetivo de estudiar el

papel de RPAy RPB(125;127;128), pero su importancia relativa en la morfogénesis y carcinogénesis mamaria

sólo se puede evaluar in vivo, ya que estos fenómenos involucran un juego complejo entre varios sistemas

fisiológicos. Para encarar dicho estudio se desarrollaron modelos transgénicos introduciendo una copia adi­

cional de cada gen. Uno sobreexpresa RPAy en el otro los niveles de RPBson mayores (73). En ambos casos

se altera la proporción normal RPA/RPB(73). En hembras nulíparas las glándulas mamarias exhibieron una

morfología aberrante. En el caso de los trangénicos RPAse observaron conductos más gruesos y ramificación

lateral excesiva, imitando la glándula de una preñez temprana. Las ramificaciones terminan en estructuras

bulbosas con conductos que exhiben un número extraordinario de brotes creciendo de lo que normalmente
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son zonas quiescentes. En los trangénicos de RPBse observó un crecimiento alveolar inapropiado y un arresto

prematuro de la habilidad de los conductos para llenar el panículo adiposo, pero a diferencia de los transgé­

nicos RPA,no hubo alteración en el crecimiento lóbulo-alveolar. Estas observaciones mostraron que la expre­

sión regulada de ambas isoformas del RP es crítica para una respuesta apropiada a la Pg y por lo tanto para

el desarrollo mamario normal. Con los transgénicos de RPAse demostró que una alteración en la señalización

de la Pg podría resultar en displasias mamarias, caracterizadas por un aumento de la proliferación de células

epiteliales y disrupción de la integridad de la membrana basal, similar a lo que ocurre con células

transformadas.



V. PROGESTERONA EN EL CÁNCER DE MAMA

En el endometrio humano, los estrógenos regulan la proliferación de las células epiteliales y la Pg su

diferenciación. Durante años se han extrapolado estos mecanismos de regulación a la glándula mamaria,

siendo esto probablemente incorrecto (revisado en (84)). Enel útero, los estrógenos tienen efecto prolifera­

tivo y la adición de Pg al endometrio estrogenizado lleva a la aparición de un patrón secretorio (diferencia­

ción). Losestrógenos son tumorigénicos para el endometrio, mientras que el riesgo de hiperplasia endome­

trial y cáncer disminuyen cuando se agregan progestágenos a los estrógenos (129);(130). A partir de estos

resultados en la terapia de reemplazo para las mujeres post-menopáusicas se utiliza una combinación de

estrógenos más Pg (E+Pg). Sin embargo y como se discutió en secciones anteriores, hay información conside­

rable que sugiere que en el epitelio mamario la Pg al igual que los estrógenos, tiene un efecto proliferativo

(36;38;55).

Al estudiar el papel de la Pg y los progestágenos en el cáncer de mama es importante distinguir en­

tre los efectos en la carcinogénesis mamaria, y su papel regulando la proliferación de cánceres ya estableci­

dos.

Progestágenos en la inducción tumoral:

Se ha demostrado que ciertos análogos de la progesterona como el MPA,son carcinogénicos o que

aumentan la incidencia de tumores mamarios espontáneos de ratones (131). Nuestro grupo demostró en

1986 que el progestágeno MPAinduce en hembras vírgenes de la cepa BALB/ccarcinomas de mama ductales

y hormone-dependientes, que conservan altos niveles de REy RP en los sucesivos pasajes singeneicos (49;

131). Unos años más tarde, en 1993 también se pudieron inducir carcinomas mamarios con Pg, aunque en

este caso la mayoría fueron lobulillares y progresivamente, a través de los pasajes, dejaron de expresar REy

RP. La importancia de la progesterona en los tumores de mama inducidos por carcinógenos está bien docu­

mentada (revisado en (84)) y se demostró que los progestágenos pueden actuar como carcinógenos en com­

binación con iniciadores químicos, como N-nitrosometilurea NMU (52;54) y 7,12-dimetilbenzantraceno

(DMBA)(Aldaz 1996) y que el RP estaría involucrado en la carcinogénesis inducida por DMBA(132).

28



En humanos, como se indicó anteriormente, ha quedado demostrado que el tratamiento combinado

de estrógenos más MPAaumenta el riesgo de incidencia de cáncer de mama invasor en mujeres post­

menopáusicas (36;38;55).

RECEPTORES DE PROGESTERONA EN EL CÁNCER DE MAMA

En la clínica uno de los parámetros que se tienen en cuenta antes de utilizar la terapia hormonal es

la expresión de REy RP, pero hasta el momento sólo dos grupos han investigado la expresión de isoformas

del RPen tumores de mama humano (133;134). En estos estudios se encontró que una fracción significativa

de los tumores evaluados expresa ambas isoformas del RP. A diferencia de lo observado en la glándula ma­

maria normal, donde se detectan niveles equimolares de ambas proteínas, en los tumores de mama, se ob­

servó una alteración de la proporción RPA/RPB,donde en un 61 %de las muestras la proporción estuvo entre

0.04 y 2 y valores por encima de 4 estuvieron sobre representados. El aumento de la proporción RPA/RPBse

debió a bajos niveles de RPBmás que a sobreexpresión de RPA.En los cánceres invasores y con pronóstico

más pobre se detectaron mayores niveles de RPA(133). El mismo grupo informó la expresión de una proteína

más pequeña (PR78kDa)en 25 %de los tumores evaluados, truncada en el extremo N-terminal demostrando

que no era producto de degradación y que une progestágenos (133) (135). Posteriormente, se describieron

posibles productos del corte y procesamiento alternativo del ARNm(135;136) cuyo largo dan’a como resulta­

do un proteína con un PMsimilar, pero hasta el momento su origen no está claro ya que las variantes de

ARNmtambién fueron descriptas en tejido normal (135).

Bamberger et al (134) informaron que de 53 tumores, 42 de ellos de histología ductal, el 94 %expre­

saba RPAen niveles iguales o mayores que RPB.La expresión equimolar de ambas isoformas se correlacionó

con un fenotipo más diferenciado, mientras que mayor proporción de RPAse asoció con un fenotipo de menor

diferenciación. Recientemente Richer et al (137) en experimentos de DNAarray informaron que la Pg regula

positiva y negativamente distintos subgrupos de genes a través de las dos isoformas del RP. De los 94 genes

activados por Pg, 25 son regulados por ambas isoformas, 4 sólo por RPAy el resto únicamente por RPB,lo que

indica que la proporción de las mismas podn’aser importante en el fenotipo de el tejido normal, al igual que

en el tumoral.
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VI. TRATAMIENTO ENDÓCRINO DEL CÁNCER DE MAMA

La terapia endocrina en el cáncer de mama humano se basa en inducir la alteración del entorno

hormonal, en particular la disminución en los niveles de estrógenos. De esta forma, inhibiendo la acción

estimuladora del crecimiento ejercida por los mismos se logra reducir el crecimiento del tumor mamario en

muchas especies (30;138). En un 70-80 %de los pacientes con cáncer de mama, los tumores expresan REy

RP. La expresión de ambos receptores es altamente indicativa de un REfuncional y en consecuencia de que

el tumor responderá favorablemente al tratamiento. De todas maneras, en la gran mayoría de los cánceres

de mama, el tratamiento hormonal deja de ser efectivo luego de un cierto tiempo y la enfermedad recurre y

se disemina (106;139). El tipo de tratamiento puede ser ablativo o aditivo:

Tabla 1-1: Terapia endocrina para el cáncer de mama

I. Tratamiento único

1. Ablativo/castración

hipofisectomía
adrenalectomía

2-m
estrógenos/antiestrógenos

progestágenos/antíprogestágenos

andrógenos/antiandrógenos
corticosteroides/anticorticosteroides

inhibidores de la aromatasa

análogos de LHRH

análogos de la somatostatina

inhibidores de prolactina

bloqueantes de la unión de factores de crecimiento o su transducción de la señal

Inhibidores de factores específicos involucrados en metástasis y/o angiogénesis

w . Tratamiento hormonal combinado

5 . Tratamiento hormonal alternado

. Quimioterapia y terapia hormonal combinadas

Alternando tratamiento hormonal y quimioterapia

Compuestos de metales citotóxicos incorporados dentro de agentes hormonales

. Factores de crecimiento o antihormonas marcados con radioisótopos

Klijn J, 2000

30



Durante los últimos 20 años, el número de agentes endocrinos disponible ha crecido dramáticamen­

te, si bien sólo el tamoxifeno es utilizado en el tratamiento de rutina. Algunosacercamientos a la terapia

endocrina del cáncer de mama son los antíestrógenos puros (pure antiestrogens: AEs)y los moduladores

específicos del receptor de estrógeno (specific estradiol receptor modulators: SERMs).La diferencia entre

uno y otro radica en que para los AEssólo se conoce actividad antagonista, mientras que los SERMspueden

tener actividad antagonista o agonísta dependiendo del órgano blanco. Los antiprogestágenos también son

agentes hormonales con potencial aplicación en el tratamiento del cáncer de mama, si bien en la actualidad

su uso más conocido es como abortivos. El primer antiprogestágeno desarrollado fue la mifepristona, tam­

bién denominado RU38486 (140;141), y desde entonces han surgido decenas de compuestos análogos rela­

cionados cuya acción va desde antagonistas puros (pure antagonists: PAs)hasta antagonistas-agonistas mix­

tos. Estos últimos se conocen en el presente como moduladores del receptor de progesterona (progesterone

receptor modulators: PRMs).Nuevamente, los PAs tienen actividad conocida sólo de antagonista mientras

que los PRMspueden ser agonistas o antagonistas según el órgano o célula blanco.

Esimportante destacar que a pesar del incremento de potenciales agentes endocrinos en el mercado

a los que además de los antes mencionados se suman los inhibidores de aromatasa, análogos de la hormona

liberadora LH,anticuerpos anti receptores de factores de crecimiento, etc. (Tabla 1-1). El tamoxifeno es el

agente terapéutico de primera línea que se utiliza casi exclusivamente para el tratamiento del cáncer de

mama hormono-dependiente y metastásico (106).

Si bien la expresión de ambos, REy RP aumenta la respuesta al tamoxifeno en un 80 %, los tumores

de mama respondedores a la terapia endocrina evolucionarán a fenotipos hormono-independientes con la

consecuente adquisición de resistencia al tratamiento (106). La aparición de fenotipos resistentes aún no ha

sido esclarecida, pero dado que estos tumores frecuentemente conservan la expresión de REy RP, aún pue­

den responder a un tratamiento endocrino de segunda o tercera línea (142). Por esta razón, los PAscomo

PRMspodrían ser utilizados en el tratamiento del cáncer de mama y sus efectos están siendo evaluados en

humanos.

PRUEBAS CLÍNICAS
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Se han llevado a cabo ensayos clínicos con los antiprogestágenos mifepristona y onapristona (ZK98

299) y hasta el momento se informaron resultados de cinco estudios en fase lI realizados en pacientes con

carcinoma de mama metastásico (Tabla 1-2).

Tres estudios utilizan PAscomo tratamiento de segunda o tercera línea (143;144), donde analizando

los datos de los tres ensayos, de un total de 123 pacientes el 11 %respondió (completa o parcialmente) y en

el 43 %la enfermedad no progresó. Recientemente se informaron los resultados obtenidos utilizando mife­

pristona (145) u onapristona (146) como agentes de primera línea. En este caso de un total de 46 pacientes,

28 %respondió parcialmente a alguno de los tratamientos y en otro 28 %la enfermedad no progresó. La du­

ración media de la respuesta fue de 70 semanas. Si bien los resultados obtenidos con onapristona eran pro­

metedores durante las primeras seis semanas de tratamiento algunas pacientes presentaron toxicidad hepá­

tica por lo que los estudios con esta droga se abandonaron. Los efectos positivos de estos tratamientos se

observaron principalmente en pacientes con tumores que expresaban RP.

Tabla 1-2: Efectos antitumorales del tratamiento con antiprogestágenos en pacientes post-menopáusicas

con cáncer de mama metastásico.

Autores Antiprogestágenos Dosis Número de Respuesta Respuesta Sin cam- Progresión

(mg/día) pacientes completa parcial bios

Romieux et Mifepristona 200 22 0 3 9 10

al (1987) (tercera línea)

Klijn et al Mifepristona 200-400 11 0 1 6 4

(1989) (segunda línea)

Jonat et al Onapristona 100 90 1 8 38 43

(1994) (segunda línea)

Perrault et Mifepristona 200 28 0 3 11 14

al (1996) (primera línea)

Robertson et Onapristona 100 18 0 10 2 7

al (1999) (primera línea)
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EFECTOS EN MODELOS EXPERIMENTALES

En tumores mamarios de rata inducidos por DMBA,el tratamiento con mífepristona por tres semanas,

tanto profiláctico como en presencia de tumores palpables, disminuyó el tamaño tumoral entre el 75 y 90 %,

con distintas dosis entre 2.5 a 40 mg/día (147). La actividad antitumoral de la onapristona resultó ser tan o

más potente que la del tamoxifeno u ovariectomía en el modelo murino MXTy en tumores de mama de rata

inducidos por DMBAy NMU(147;148). Se ha demostrado que los efectos antiproliferativos de este compuesto

se deben a su habilidad para inducir la diferenciación terminal, aumento de apoptosis y la acumulación en

Go-G1 (149-151).

MECANISMO DE ACCIÓN DE LOS ANTIPROGESTÁGENOS

Los antagonistas hormonales sintéticos son muy útiles como herramientas clínicas y experimentales. En los

últimos años el estudio de los antiprogestágenos ha sido de gran interés por dos razones principales:

- Uso terapéutico: en la interrupción de un embarazo temprano, como desencadenante del

trabajo de parto y potencial terapéutico para el tratamiento de tumores hormono­

dependientes.

- Herramientas de estudio: del mecanismo molecular de acción hormonal.

Los antiprogestágenos compiten/desplazan la unión del RP al ligando natural, y una vez formado el

complejo RP-antagonista ejercen su actividad inhibitoria en cada uno de los niveles de acción hormonal (ac­

tivación, dimerización del receptor y unión de los dímeros a los HREs)según el antiprogestágeno en cuestión

(63). Algunosautores los han dividido en tres categorías de acuerdo a su mecanismo de acción (152):

Tipo I: El complejo RP-antagonista no se une al ADN.Ej: onapristona y ZK135695.

Tipo II: El complejo RP-antagonista se une al ADNpero no es posible la activación de la transcripción. En

ensayos de transactivación en presencia de activadores de PKAcomo el AMPc,estos compuestos se pueden

comportar como agonistas (85). Ej: mífepristona, ZK137 316 y ZK112 993.
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Tipo Ill:El complejo RP-antagonista se une al ADN,no hay activación de la transcripción y a diferencia de los

Tipo ll no tienen actividad agonista en presencia de AMPc. Ej: ZK230 211 y ZK193 151 (citado en (152)).

Cada antiprogestágeno posee distinta potencia inhibitoría, que estaría controlada por numerosos

factores como: la afinidad por el RP, la afinidad del complejo antagonista-receptor por el HRE,el número y

cantidad disponible de HREsen un promotor y otros factores (68). Se describieron dos mecanismos básicos

para explicar la acción inhibitoria de los antiprogestágenos: clásico y no convencional.

1. Clásico. Inhibición directa de la acción agonista.

El antiprogestágeno (AP)/antagonista se une al RP y este complejo a su vez se une al HRE.Como el

cambio conformacional sufrido por el receptor es ligeramente diferente al que tendría unido a su agonista,

no se forma el complejo de preiniciación y en consecuencia no hay transcripción del gen. Este mecanismo

involucra, en primer lugar, la competencia entre ambos ligandos (agonista y antagonista) por ocupar el re­

ceptor, y en segundo lugar, la competencia entre los complejos agonista-RP y antagonista-RP para ocupar los

HRE. En general, ambas isoformas poseen diferente potencial inhibitorio y se observó que cuando ambas

están presentes en concentraciones equimolares el complejo antagonista-RPAes un inhibidor transcripcional

y proliferativo más fuerte que el complejo antagonista-RPB.

2. No convencional. Inhibición inducida por el complejo antagonista-RP sin la unión directa al ADNen los

HRE.

Existen evidencias de diversos mecanismos que podrían estar involucrados en este tipo de inhibición:

- El complejo antagonista-RP podría estar secuestrando un factor accesorio requerido para iniciar la

transcripción por el complejo agonista-RP unido al HRE. En este mecanismo la isoforma RPAsería un in­

hibidor más potente que RPB.

- Enexperimentos in vitro con una construcción conteniendo una secuencia consenso para estrógenos,

se observó que los complejos antagonista-RPA pueden inhibir la activación de genes regulados por el RE.

El mecanismo se desconoce, pero podría tratarse del secuestro de una proteína regulatoria común a la

función de varios receptores de hormonas esteroides.

34



- Finalmente, otro mecanismo de inhibición de la transcripción restringido a RPAes a través de sitios

de unión al ADNno canónicos. La isoforma RPAunida al antiprogestágeno inhibiría la transactivación

constitutiva utilizando estos elementos.

Por otra parte, se sabe actualmente que bajo ciertas condiciones, los antiprogestágenos pueden te­

ner efectos agonistas, por ahora restringidos a RPB,independientemente del modelo utilizado. Existen diver­

sos mecanismos propuestos, todos independientes de la unión al HREcanónico:

- Los receptores no se unen directamente al ADNsino que interactúan con otras proteinas que

si lo hacen, y activan la transcripción.

Los receptores se unen a otros sitios de unión al ADNdistintos de los HREactivando la trans­

cripción (68).

La acción agonista-antagonista de ciertos antiprogestágenos sobre determinados receptores, depen­

de de las condiciones internas de la célula, como se demostró en la línea de cáncer de mama humano T-47D

(127). En presencia de concentraciones elevadas de AMPc,la mifepristona o ZK 112 993 pueden cambiar su

efecto de antagonista a agonista, cuando predomina la expresión de la isoforma RPB.Este efecto no se ob­

serva con la isoforma RPAni con el antiprogestágeno onapristona. Este antiprogestágeno no funciona como

agonista, probablemente porque el complejo onapristona-RP no se une al HREo lo hace en forma anómala y

para que se active la transcripción en estas condiciones, el complejo AP-RPdebe estar unido al ADN,apa­

rentemente en el HRE.Estos resultados son consistentes con el hecho de que la transcripción esté indirec­

tamente regulada por proteínas co-activadoras cuya actividad estaría controlada por fosforilación depen­

diente de AMPc(84).

El único antiprogestágeno utilizado terapéuticamente hasta el momento es la mifepristona, pero

solamente como abortivo. Se trata de un potente antagonista de la progesterona y de los glucocorticoides,

que se une con alta afinidad a ambos receptores (153). La constante de disociación para el RP humano y de

roedores es de aproximadamente 2x10” M, la cual es similar a la del progestágeno sintético R5020y mayor

que la de la progesterona (141). No existen diferencias en cuanto a la especificidad, afinidad y estabilidad

de la unión del RP al ADNal comparar la mifepristona con el R5020 (154). La unión al RP humano induce una
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hiperfosforilación aún mayor que la observada al utilizar el agonista R5020y permite la formación de homo­

dímeros y heterodímeros entre las isoformas RPAy RPB.En células T-47D estimuladas con R5020, la inactiva­

ción del RP ocurre luego de aproximadamente una hora de la unión del complejo agonista-RP al ADNy los

niveles de receptores descienden hasta un 80-90 % durante las primeras 24 horas (125). Por el contrario,

cuando estas células se tratan con mifeprístona los niveles de receptores permanecen elevados por horas o

días (141).



VII. MECANISMOS INVOLUCRADOS EN LA TRANSICIÓN DE HORMONO-DEPENDENCIA A HORMONO­

INDEPENDENCIA Y EN LA RESISTENCIA AL TRATAMIENTO HORMONAL

Como ya dijimos anteriormente, los carcinomas de mama, que en un principio son hormono­

dependientes, evolucionan hacia estadíos de crecimiento autónomo y hormono-independiente. Esto no sólo

se observa en la clínica sino también en distintos modelos experimentales. Los mecanismos responsables de

esta transición no se conocen y diversas hipótesis se han propuesto para explicar estos fenómenos:

1. Selección de clones hormona-independientes que no expresan receptores hormonales: Durante

muchos años se sugirió que en los tumores podrían coexistir poblaciones que expresen receptores hor­

monales y otras de crecimiento autónomo. Con el tiempo se seleccionarían las poblaciones hormono­

independientes. Ballaré et al (155) sugirieron que las células más diferenciadas expresan receptores y

son las eliminadas en la terapia endocrina. Las células progenitoras serían las más indiferenciadas con

alta tasa de proliferación y que no expresan receptores. El hecho de que exista un alto porcentaje de

tumores que no responde al tratamiento pero que sigue expresando receptores hormonales sugiere que

este mecanismo no sería el que prevalece.

2. Mutaciones a nivel de receptores hormonales: Mutaciones, rearreglos o deleciones en los genes, o

variantes de ARNmproducto del corte y procesamiento alternativo, que codifican a los receptores este­

roides podrían alterar su función. Una consecuencia puede ser la terminación prematura de la transcrip­

ción y producción de receptores truncados (103). Otro ejemplo son las mutaciones que provocan una ac­

tivación constitutiva del receptor, es decir que éste estimula la expresión de genes respondedores a es­

teroides aún en ausencia de hormona (156). Fuqua et al (157), investigando deleciones en el RE,

observaron que la deleción del exón 5 (A5)del RE, producía un receptor transcripcionalmente activo aún

en ausencia de ligando. Para el caso del RP, Vegeto et al (124) demostraron que si se eliminaba el ex­

tremo carboxilo-terminal se perdía la respuesta a progestágenos y se confería plena actividad agonista a

la mifepristona. A pesar de que hay muchas evidencias experimentales que apoyan estas hipótesis y se

han descripto mutaciones en el cáncer de mama humano, la expresión de proteínas con una secuencia
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alterada no correlaciona con la resistencia al tamoxifeno, sugiriendo que estos no serían los mecanismos

predominantes en la adquisición de resistencia al tratamiento.

3. Mutaciones en otros genes:

a. Mutación en proto-oncogenes: Se postuló que mutaciones que activan proteínas involucradas en

la transducción de señales Ej. Ras, podrían hacer que estas vías se activen constitutivamente estimu­

lando la transcripción de genes blanco involucrados en la proliferación celular. En ratones atímicos

ovariectomizados en los que se transplantaron células MCF-7transfectadas con un vector que sobre­

expresa el protooncogen Ras, se indujeron tumores aún en ausencia de estrógenos (158). De esta

forma, los tumores ya no necesitarían de la administración de hormonas para crecer. Esto ha sido

cuestionado ya que en algunos modelos experimentales como el de carcinogénesis mamaria inducida

por NMUse observó que la inserción de copias múltiples del gen ras disminuye la susceptibilidad al

carcinógeno (159).

b. Mutación en genes supresores de tumores: Ej. p53. En células de cáncer de mama T-47Dtrata­

das con progestágenos la expresión de p53 disminuye, sugiriendo que los mismos podrían estimular la

proliferación celular disminuyendo los niveles de la proteína inhibidora. La pérdida de la hormono­

dependencia lleva a una regulación negativa constitutiva de p53 y este podn’a ser un mecanismo que

lleve a un aumento del crecimiento en ausencia de hormona (160).

c. Mutación en ciclinas de G1: Poseen roles fundamentales en el control del ciclo celular y se en­

cuentran transcripcionalmente reguladas por esteroides. Se demostró que las hormonas esteroides

(incluyendo estrógenos) ejercen su efecto sobre la proliferación celular afectando el control del ci­

clo celular en G1(161). Recientemente, en células T-47Dse demostró que la sobreexpresión de la ci­

clina D1podría ser importante en el pasaje a la hormone-independencia (162).

d. Mutaciones en HRE:Se sugiere que podrían llevar a una activación constitutiva de la transcrip­

ción de los genes a los que se une el complejo hormona-receptor (107).

4. Activación constitutiva de otras vias proliferativas:
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a. Factores de crecimiento. Estos se encuentran involucrados en la regulación del crecimiento del

cáncer de mama por mecanismos autocrinos y paracrinos. Por lo tanto, la hormono-independencia

podría deberse a un desacople en la regulación por factores de crecimiento (106;163).

b. Receptores para factores de crecimiento. Transcripciónconstitutiva o aumentada de receptores

de factores de crecimiento con efecto estimulatorio. En células T-47Dlos progestágenos aumentan

los niveles de ARNmde EGFy REGF.Este efecto es dependiente de la dosis y puede ser revertido por

la administración de mifepn'stona. Una secreción constitutiva de REGFpodría estar mediando el pa­

saje de hormono-dependencia a hormono-independencia (160).

c. Disminuciónen la secreción de un factor de crecimiento con efecto inhibitorio o disminución

del número de receptores. Ej. TGF-Bque inhibe la proliferación celular en células T-47D (160). La

falta de expresión de receptores para TGF-Bha sido también postulado como un mecanismo impor­

tante en el crecimiento hormono-idependiente (164).

5. Activación de vias proliferativas que utilizan la vía de receptores esteroides. Se han descripto inter­

acciones entre vías convencionales de estimulación de la proliferación y la activación de vías de recep­

tores hormonales. Vignon et al (165) observaron que los antiestrógenos podían inhibir la proliferación

de células MCF-7de cáncer de mama estimuladas con EGFo insulina en ausencia de estrógenos. Kato

et al (166) encontraron que el REpodía ser activado (fosfon'lado) por EGFe IGF's sugiriendo una con­

versación cruzada entre ambas vías. Además, en células tumorales humanas T-47D se observó que el

EGFaumenta la respuesta a progestágenos. Este efecto estaría mediado por la activación del receptor

de EGFy no altera la unión del RP al ADN(167). Por otra parte, se vio que el RP de pollo puede ser ac­

tivado por neurotransmisores como la dopamina (168), pero si se muta la Ser628, pierde la capacidad

de activarse por dicho transmisor, aunque aún puede ser activado por Pg. Todas estas observaciones

sugieren que podn’a haber numerosas vías de activación hormono-independientes. También se demos­

tró una conversación cruzada entre la vía de RP y la del AMPc(153). Este segundo mensajero y otros

pueden afectar las cascadas de fosfon'lación como las MAPK(proteínas quinasas activadas por mitóge­

nos). La activación independiente de la administración de esteroides se descubrió inicialmente para el

RP de pollo (83).
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VII. MODELOS EXPERIMENTALES

Son ampliamente utilizados para estudiar cambios que no pueden ser observados en el humano, ya

sea por dificultades técnicas y/o éticas.

Inducción tumoral y transplante: Losanimales más usados son ratones y ratas. Los ratones son útiles porque

se utilizan cepas endocriadas con alta incidencia para determinados tumores y una vez que los mismos sur­

gen espontáneamente se los mantiene por transplantes singeneicos (cada individuo de la colonia es genéti­

camente idéntico con el otro). Una de las ventajas de trabajar con este tipo de tumores es la reproducibili­

dad de los experimentos debido al alto número de tumores y también a lo largo del tiempo, ya que trocitos

del tumor pueden congelarse en ampollas en nitrógeno líquido hasta que se necesiten nuevamente. También

se puede inducir la aparición de tumores administrando un carcinógeno. El problema es que los tumores

resultantes son muy inmunogénicos, por lo que es más difícil mantenerlos por transplante aún en animales

singeneicos (1).

Cultivos celulares: Se utilizan para la observación directa de fenómenos que ocurren en células tumorales y

normales aisladas de su ambiente normal. De los tumores se obtienen cultivos primarios de los cuales un

bajo porcentaje dará origen a líneas celulares inmortalizadas. Estas líneas son las que generalmente se utili­

zan en estudios in vitro. Las líneas celulares son una herramienta muy útil en el estudio de los mecanismos

involucrados en la proliferación celular, pero es importante tener en cuenta que en el proceso de transfor­

mación la célula ha cambiado algunas de sus características originales y que los resultados obtenidos pueden

no ser representativos de lo que ocurrió en el tumor que les dio origen (1).

Losmodelos animales pueden ser muy útiles para el estudio de la biología del cáncer de mama. Estos

contribuyen a una mayor comprensión de la enfermedad y los factores endocrinológicos que influyen tanto

sobre el desarrollo de la glándula mamaria normal como en la susceptibilidad al cáncer. Existen numerosos

efectores fisiológicos (endocrinológicos, inmunológicos y de comportamiento) que podrían influir sobre el
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tes terapéuticos en el tratamiento del cáncer de mama humano y para investigar los mecanismos asociados a

la iniciación, promoción y progresión de la enfermedad. Un factor de gran importancia en la elección del

modelo es tener claro hasta qué punto refleja la enfermedad humana y sirve para el propósito de la investi­

gación (169). Algunosde los modelos animales utilizados para el estudio del cáncer de mama son:

Inducidos por carcinógenos químicos: Útiles para la disección de los mecanismos de la carcinogéne­

sis y la progresión maligna (Ej. DMBAy NMU)(52). La ventaja de estos carcinógenos en la rata es que los

tumores inducidos expresan RE y se han usado para el estudio del impacto de la diferenciación mamaria

sobre la carcinogénesis. Lostumores inducidos en ratones no expresan receptores hormonales.

- Inducidos por virus: Desde hace años se utiliza el modelo de MMTVen ratón donde se están identifi­

cando mutaciones en oncogenes que tendn'an una potencial importancia en el desarrollo de la enfermedad

humana (170). Los carcinomas asociados con virus no expresan en general receptores hormonales y son de

histología lobulillar. El hecho de que los tumores sean biológicamente diferentes a los humanos hizo que no

sean muy usados. Por otra parte, recientemente se han desarrollado modelos inducidos por adenovirus tipo 9

(171) y por virus polioma (172) los cuales no están todavía muy caracterizados.

- Xenotransplantes humanos: Son los modelos animales de cáncer de mama más utilizados. Poseen la

ventaja de que son de origen humano, pero como ya están transformados no se pueden estudiar eventos

tempranos como la iniciación (173). Además poseen la desventaja de que se utilizan animales inmunosupri­

midos.

- Modelos en ratones transgénicos y knock out: Surgieron durante los últimos años pero su aplicación

podría ser limitada (174). Se ha tenido mucha expectativa con la inducción de tumores de mama en estos

ratones con oncogenes transfectados, la gran cantidad de fracasos se debe probablemente a que se necesi­

tan varios oncogenes para desarrollar una neoplasia. El uso de múltiples transgénicos y cruzas entre ellos

está mejorando los resultados. Sin embargo, hasta ahora en los modelos informados, los tumores inducidos

no tienen mucha similitud a los humanos en cuanto a histología y expresión de receptores hormonales.

- Inducidos por hormonas: Por administración prolongada de MPA a hembras vírgenes BALB/c

(49;175). La ventaja de los tumores inducidos por MPAen hembras singeneicas es que, al igual que aproxi­

madamente el 70 %de los carcinomas de mama humanos, tienen una histología ductal, surgen con un feno­
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tipo hormona-dependiente y evolucionan hacia el crecimiento autónomo. Conservan los REy RP a través de

los pasajes singeneicos lo cual los hace una herramienta única para el estudio de los mecanismos involucra­

dos en la adquisición de resistencia a la terapia endocrina (176).

MODELO EXPERIMENTAL DE INDUCCIÓN DE CARCINOMAS MAMARIOS MURINOS POR ACETATO DE MEDROXIPRO­

GESTERONA

En nuestro laboratorio se desarrolló un modelo de cáncer de mama en el que la administración pro­

longada de MPAen ratones hembra BALB/cinduce carcinomas con una incidencia actuarial de 76 %y una

latencia medía de 52 semanas (49:175) (Figura 1-7). Los carcinomas son en su mayoria de origen ductal, con

capacidad de dar metástasis en pulmón y nódulos linfáticos (47), y poseen un comportamiento progestágeno­

dependiente. Expresan altos niveles de REy RP (50). Los tumores se mantienen por pasajes en ratones hem­

bra vírgenes singeneicas de la cepa BALB/c.Se logró seleccionar por presión selectiva en ratones sin tratar

variantes p. g 'g ' 4 r "’ , que conservan altos sus niveles de REy RP.

En menor proporción, el MPAinduce también carcinomas del tipo lobulillar, que luego de varios pa­

sajes no expresan RE ni RP mientras que sí expresan REGF. Histológicamente, se asemejan a los tumores

mamarios que surgen espontáneamente en hembras multíparas BALB/c.Tanto los tumores del tipo ductal

como lobulillar son precedidos por lesiones preneoplásicas (43;50), en forma similar a lo que se ha descripto

en el cáncer de mama humano (177).

En los primeros experimentos, los tumores inducidos por MPAse transplantaron en hembras BALB/cy

luego de un periodo de latencia de 4 a 12 meses se establecieron diversas líneas de tumores (Figura 1-8).

.1 4- L
Algunas de ellas se definieron como p. y se caracterizaron por tener una mayor

tasa de crecimiento, un menor pen'odo de latencia en animales tratados con MPAo progesterona (Pg) y por

no crecer en animales ovariectomizados sin tratar. Por otro lado, también se obtuvieron líneas tumorales

p. a "g ‘ 4 r " ‘ que crecían tanto en presencia como en ausencia de la hormona (47) (41). La

administración de estrógenos inhibió el crecimiento e indujo regresión tumoral en tumores progestágeno­

dependientes e independientes (42). En experimentos in vitro (40) se comprobó que el MPAtiene un efecto
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directo sobre las células y que probablemente esté mediado por el RP. MPAes también un ligando de recep­

tores de andrógenos y de glucocorticoides, por lo que se evaluaron también los efectos de la dexametasona

y dihidrotestosterona, que no demostraron ser significativos sobre el crecimiento tumoral.

iNDUCBION DE CARCINÜMAS

ÜE MAMACÜN ACEYATÜ DE

MEDRÜXPROGESTERONA (MPA)

aaminm dust)!influirá:mmm
RPP,RB
latancía: 52 semanas
insistencia: 80%

Figura 1-7: Inducción de adenocarcinomas mamarios en ratones hembra

BALB/c. Se administra MPA depósito sc, 40mg cada 3 meses durante un año o bien

se implanta un pellet de 40 mg cada 6 meses. La latencia de aparición de los tumores

es de 52 semanas. Los tumores son en su mayoría ductales y expresan RE y RP.
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Progestágeno­
independientes

RE, RP +

Progestágeno­
dependientes

RE, RP +

Figura 1-8: Mantenimiento in vivo de adenocarcinomas mamarios en ratones hembras BALB/c.

Trocitos de 3-5 mm2 de tumor se transplantan en hembras vírgenes y simultáneamente se inocula

contralateralmente con 20 mg de MPA, depósito sc. Para controlar la hormono-dependencia el tumor se

transplanta también en animales sin MPA. Ocasionalmente, o por presión selectiva el tumor comienza a

crecer en animales sin MPA. Estos tumores son progestágeno-independientes y conservan la expresión de

REyRP.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar el papel del receptor de progesterona (RP) en la transición del

crecimiento hormono-dependendiente a independiente y en la adquisición de la

resistencia hormonal.

VI.

OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar la respuesta a progestágenos y antiprogestágenos in vivo e in vitro.

Cuantificar por unión del radioligando el número de RP en los tumores progestágeno­

dependientes e independientes sensibles y resistentes al tratamiento endocrino. Evaluar

los parámetros Kd, Q, y ECSOpara una variedad de progestágenos y antiprogestágenos.

Caracterizar la expresión de isoformas del RP (RPA y RPB) en los carcinomas

progestágeno-dependientes e independientes.

Evaluar posibles diferencias a nivel proteína y ARN.

Correlacionar los hallazgos anteriores con el pasaje de hormono-dependencia a

independencia y con la adquisición de resistencia al tratamiento endocrino.

Verificar la funcionalidad del RP y estudiar su papel en el crecimiento progestágeno­

independiente de tumores resistentes al tratamiento con antiprogestágenos.
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PARTE II

MATERIALES Y MÉTODOS



MATERIALES y SOLUCIONES

Extractos celulares totales

TEDG: Tris-HCl (Gibco BRL)pH 7.4 20 mM

EDTA (Sigma) 1.5 mM

díthiothreitol (Sigma) 0.25 mM

Na2M004 (Merck) 20 mM

glicerol (Raudo) 10 %

Inhibidores (Sigma): PMSF0.5 mM y una mezcla de ZPCK,TLCK,TPCKy TAME0.025 mM (se agregan

inmediatamente antes de usar el buffer).

Western blot

Acrilamida 30 ‘73: Acrilamida (Gibco BRL) 29 g

Bisacrilamida (Gibco BRL) 1 g

H20 100 ml

Agitar durante 30 minutos. Si la bisacrilamida no se disuelve calentar un poco. Cuando todo se haya disuelto

filtrar la solución. Guardar protegida de la luz.

Tris-HCI 1.5 M pH 8.8: Tris 90.85 g

HZO 400 ml

Llevar a pH con HCl 1:2. Completar el volumen hasta 500 ml con HZO.

Tris-HCI 1.0 M pH 6.8: Tris 60.57 g

HzO 400 ml

Llevar a pH con HCl 1/2. Completar el volumen hasta 500 ml con HZO.
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SDS 10 7L: SDS (Gibco BRL) 10 g

HZO 100 ml

Per-sulfato 10 7o (APS): APS (Gibco BRL) 1 gr

HZO 10 ml

PBST (PBS-Tween 0.1 93): PBSpH 7.4: NaCl (Sigma)

KCl (Sigma)

NazHPO4 (Baker)

KH2P04 (Baker)

Tween 20 (Sigma)

Buffer desnafuralizanfe 3X: SDS

[3-mercaptoetanol (Sigma)

Glicerol (Raudo)

Tris 0.18M pH 6.8

Azul de Bromo Fenol (BPB) (Sigma)

0.8 %

0.02 %

0.144 %

0.024 %

0.1%

6%

15%v/v

60%

0.18M

0.006 %p/v

Se diluye a 1Xcon la muestra, o con un volumen de muestra y otro de HZOdestilada si la muestra está muy

concentrada.

Ponceau 5: Red Ponceau (Sigma) 0.5 %

Acido acético glacial (Merck para análisis) 1 %

Buffer de corrida 10X: Tris 30 r

Glicina (BioRad) 144 g

SDS 10 g
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Se diluye 1/10 en H20antes de usar.

Buffer de transferencia: Bufferde corrida 1X 800 ml

Metanol (Merk, para análisis) 200 ml

Marcadores de peso molecular:

Prestained molecular weight markers (Gigco BRL).

Kaleidoscope prestained standards (BioRad).

Raibow prestained molecular weight markers (Amersham).

Membrana de nífrocelulosa:

Trans-Blot transfer Medium (0.2 pm) (BioRad).

Hybond c (0.2 um) (Amersham).

Solución de bloqueo:

Leche descremada (Molico) 5 %en PBST

Anticuerpos:

Anticuerpos monoclonales:

RP: PgR Ab-7/hPRa 7 (NeoMarkers)

PgRAb-6/hPRa 6 (NeoMarkers)

PgR Ab-S/hPRa 5 (NeoMarkers)

Anticuergos policlonales:

RP: Ab-1 PRAB(gentilmente cedido por la Dra. Shyamala)

C-20 (Santa Cruz Biotechnology)

RE: MC-20 (Santa Cruz Biotechnology)

Anticuergos secundarios:

Anti-mouse Ig, horseradish linked whole antibody (Amersham Life Science).
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Anti-rabbit Ig, horseradish linked whole antibody (Amersham Life Science).

Sustrafo quimioluminiscenfe:

ECLwestern bloting detection reagent (Amersham Life Science).

Supersignal (Pierce)

Película fotográfica:

CURIXRP1 (Medical X-Ray film, Agfa).

Método de Lowry

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

Sc1 : CuSO41 %, tartrato de NazK 1 % en buffer NaZCO32 %/NaOH 0.1N.

Se diluye la muestra 3/100 y 5/100. De esta dilución se toman 100ul y se agregan 0.9 ml de Sc1. Luego de 10

minutos se agrega reactivo de Folin (Folin-Ciocalteu, Merck) diluido a la mitad. Esperar 30 minutos y medir

absorbancia a una longitud de onda de 750 nm.

Cultivos celulares

Medio de cultivo:

DMEM/F12(Dulbecco’s modified Eagle’s medium: Ham's F12, 1:1) (Sigma) sin rojo fenol + sulfato de

gentamicina comercial en concentración de 50 mg/l. Se preparó según las instrucciones del fabricante con

agua bidestilada o deionizada. Esterilizar por filtración (Filtro de 0.22 p)

SFB decomplemenfodo (SFB dec):

SFB(Gibco o Gen S.A.) calentado a 56° C durante treinta minutos.

Medio de lavado:
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Medio de cultivo (DMEM/F12) + 2.5 %SFB dec.

Medio de mantenimiento de cultivos primarios y línea celular:

Medio de cultivo (DMEM/F12) + 10 %SFB dec.

SFB adsorbido con carbón-demana (SFBch):

Carbón activado (Mallinckrodt) 5 %+ 10 96SFBdec. Agítar permanente durante 1 hora a 4° C. Luego de

la adsorción, centrifugar el suero dos veces a 12.000 rpm durante 20 minutos. Repetir el procedimiento con

el sobrenadante pero esta vez íncubando durante toda la noche a 4°C. Centrifugar el suero 5-6 veces hasta

eliminar completamente el carbón. Esterilizar por filtración (0,22 p).

Solución de tripsina-EDTA: en PBS(sin Ca“ o Mg”).

Tripsina (Gibco BRL) 0.25 %

EDTA (Gibco BRL) 0.2 %

PBS: NazHPO4.12H¡O(Baker) 3.06 g

NaH2P04.H¡O(Anedra) 0.256 g

NaCl 8.76 g

Se lleva a un litro con HZOdeionizada.

Solución enzimática: Tripsina (Gibco BRL) 0.25 %

Colagenasa Tipo II (Gibco BRL) 0.25 %

ó tipo IVSigma (AE: 485 U/mg)

Albúmina sérica bovina (Sigma Co) 0.5 %

Se lleva a volumen con buffer fosfato (PBS).

Líquido de centelleo: Optiphase Hisafe3 (Wallac).
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Extracción de ARNtotal

Todas las soluciones deben prepararse con Hzo-DEPC

Hzo-DEPC: HZOmiliQ estén'l + 1 % DEPC(ICN). Incubar a 37° C, 2 hs y luego autoclavar.

Solución D:

Para un volumen final de 100 ml:

GTC(isotiocianato de guanidínío) 4M 47.26

Citrato de sodio 25 mM 1.25 ml de una solución 2M

Laureato de sarcosilo 0.5% 0.5 g

Z-mercaptoetanol 0.1M 714pl

HZO-DEPC hasta 100 ml

El 2-mercaptoetanol se agrega al final a la cantidad de solución que se usará en un determinado mo­

mento. Lasolución de citrato de sodio debe estar previamente autoclavada.

Protección de RNasa

Para el desarrollo de esta técnica se utilizaron los kits: Maxiscrípt in vitro transcription kit y RPAIIri­

bonuclease protection kit (Ambíon). Losdetalles se explican en la sección de metodología.

Hormonas y nucleótidos ratioactivos:

(’H)-R5020, ’H-timidina y (’ZP)-aCTP, se compraron a NEN, Boston MA, USA.



METODOLOGÍA

Animales:

Se utilizaron ratones hembra BALB/cde dos meses de edad, provenientes del bioterio de la Acade­

mia Nacional de Medicina y del Instituto de Biología y Medicina Experimental. Los animales se alimentaron

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

Tumores utilizados:

Se utilizaron tumores de histología ductal inducidos por MPA(47;175). La administración de MPA,40

mg (depósito sc, cada 3 meses) a hembras vírgenes de la cepa BALB/cinduce la aparición de carcinomas de

mama con una incidencia de 80 %y una latencia media de 52 semanas (175) (Figura 1-7). Un alto porcentaje

de estos tumores son ductales y se encuentran precedidos por lesiones preneoplásicas ductales, displasias y

carcinomas ín situ. Las lesiones invasoras expresan REy RP y dan metástasis axilares y pulmonares (50). En

menor proporción se obtuvieron carcinomas lobulillares que no dan metástasis y pierden los receptores en

los sucesivos pasajes, pero que no fueron utilizados en este trabajo. El pasaje singeneico de los carcinomas

ductales demostró que dependen de la administración de progestágenos para crecer, crecen luego de dos

meses en animales no tratados y luego de seis meses en animales ovariectomizados (41). Estos tumores fue­

ron denominados progestágeno-dependientes. Espontáneamente surgen tumores que crecen con igual velo­

cidad en animales tratados, o no con progestágenos. A estos tumores los llamarnos progestágeno­

independientes. Por presión selectiva también se pudieron obtener líneas tumorales con este patrón de cre­

cimiento. Para no perder las variantes progestágeno-dependientes, se congelan pedacitos de tumor en N2

liquido que serán descongelados y transplantados nuevamente en el caso de que en un pasaje el tumor cam­

'J _l' A.
bie su comportamiento a p. g g r

En la Figura 2-1 se muestra la obtención de cada una de las líneas tumorales utilizadas en este traba­

jo. Los nombres corresponden a los rótulos de las cajas donde aparecieron los tumores por primera vez y los

sufijos HD (flormono-erendiente) y HI (fiormono-lndependiente) indican si su comportamiento in vivo es

L’ 4 .1 L' - .I .I- A.p. g g r ' ‘vop. g a ,_ respectivamente. Por ejemplo, todos los tumores
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Figura 2-1: Grupo de tumores utilizados en este trabajo. Los tumores con

sufijo HD son progestágeno-dependientes. Los tumores con sufijo HI son

progestágeno-independientes. #: tumores de crecimiento independientes

obtenidos por presión selectiva. *: tumores de crecimiento independiente que

surgieron espontáneamente. &: tumor C7-HI es un pasaje tardío del C7-2-HI

con respuesta diferente a antiprogestágenos.



del grupo C4 se originaron en el carcinoma ductal que apareció en la caja 4 del experimento de inducción

del año 1985. Ese tumor transplantado en animales con MPAdió origen a la línea tumoral C4-HD(progestá­

gene-dependiente) y con los años se fueron obteniendo las variantes p. g "a ' 4 r 4' ‘ de esa

línea (C4-HIy C4-2-HI). Así se puede identificar a cada línea tumoral de los distintos grupos. El tumor CC4­

HDresultó de la inoculación de células epiteliales de un cultivo pn'man'o de C4-HDa una hembra con MPA.

Transplante de tumores (pasajes):

Todos los tumores se mantuvieron in vivo por pasajes seriados singeneicos en hembras vírgenes

BALB/c.Se implantaron en el flanco inguinal derecho fragmentos de tumor de aproximadamente 2-3 mm’,

en forma sc y con un trócar. En el caso de tumores p. g "g J r 4' ‘Hs se inocularon simultánea­

mente 20 mg de MPA,depósito sc (Medrosterona, Laboratorios Gador, Buenos Aires) contralateralmente. En

cada pasaje los tumores se transplantaron siempre en un animal sin tratar con MPApara controlar la hormo­

no-dependencia de los mismos. Los tumores pl g " ' J " ‘ se transplantaron solamente ena I’

ratones sin inóculo de MPA(Figura 1-8).

METODOLOGÍA

En la Figura 2-2 se muestra un esquema de las técnicas utilizadas en este trabajo. Las mismas son

descriptas en detalle a continuación.

EXPERIMENTOS IN VIVO

a) Evaluación de Hermano-Dependencia:

Los tumores se transplantaron a cuatro grupos de tres hembras vírgenes de la cepa BALB/c.Losgru­

pos consistieron en ratones: 1) no tratados, 2) ovariectomizados, 3) con operación simulada y 4) inoculados

contralateralmente con 20 mg de MPA,depósito sc, simultáneamente al implantar el tumor. Los tumores se

midieron con un calibre Vernier cada 3-4 días (largo x ancho). Se graficó tamaño tumoral en función del

tiempo.

b) Evaluacióndel efecto de distintas hormonas y antihormonas sobre el crecimiento tumoral:



Los tratamientos se comenzaron cuando los tumores alcanzaron un tamaño aproximado de 25-100

mmz. Se usaron 3-4 ratones por grupo. Los tumores se midieron con un calibre cada 3-4 días (largo x ancho)

y se graficó tamaño tumoral en función del tiempo.

Tratamiento hormonal (hormonas utilizadas):

17-[}estradiol (El! (Sigma): 5 mg en pellets de silastic implantados sc en la parte dorsal del ratón.

Mifepristona (Roussel Uclaf, Francia): Administrada sc en dosis diarias de 6.75 mg/kg de peso por día. Se

preparó una solución madre de concentración 22.5 mg/ml y diariamente se preparó la solución de trabajo

1/100 en solución fisiológica (SF), inyectándose 0.6 ml/ ratón.

Onapristona (Schering, Alemania): Administrada diariamente sc en dosis de 10 mg/kg de peso por día. Se

preparó una solución madre de concentración 90 mg/ml, la solución de trabajo se preparó en forma diaria

(1/100) en SF, inyectando 1 ml/ratón.

Control: Se dejó un grupo con tratamiento de SFy otro grupo con pellet de silastic.

EVALUACIÓN DE RECEPTORES HORMONALES

Controles positivos:

Se utilizaron úteros de hembras vírgenes BALB/cadultas tratadas, o no con: E210 pg/ kg sc diarios, o

MPA20 mg/ ratón, por dos días. Antes de extraer los úteros se verificó por extendidos vaginales que los ani­

males estuvieran en estro o proestro respectivamente. También se utilizó glándula mamaria normal de

hembras vírgenes tratadas, o no con: Ez,MPAo en el día 15 de preñez.

Controles negativos:

Se utilizaron músculo esquelético de los mismos ratones tratados con E2,y útero y glándula mamaria

de hembras vírgenes knock out de RP (PRKO(122)). También se utilizó en algunos experimentos la línea

celular de mama normal de ratón (NMuMg)que no expresa RP.
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Figura 2: Esquema de las técnicas utilizadas. Los tumores se extrajeron y guardaron inmediatamente en N2

líquido o formalina 10 % en PBS. Para realizar el cultivo primario, los tumores se extrajeron en esterilidad.



Tumores:

Se utilizaron los tumores p. 3 ', J r 4' ‘Hx e independientes descriptos anteriormente.

Los mismos se extrajeron con un tamaño aproximado de 50-100 mmz, e inmediatamente se congelaron en N2

líquido. Para todos los experimentos se guardó la periferia del tumor eliminando la parte del centro que es

la más necrótica. Para evaluar la regulación por progestágenos se realizaron dos diseños experimentales: a

los tumores progestágeno-dependientes se les removió quirúrgicamente el depósito de MPA10 días antes de

'J .I' A.
a a I’la escisión del tumor y a los p. se los inoculó con MPAdepósito de 20 mg/ratón

por 10 días.

Preparación de extractos celulares totales:

Los tejidos y tumores se homogeneizaron en buffer de lisis (TEDG)en una proporción 1:4 p/v. El

homogenato se realizó con un politron (Teckman) a velocidad media repitiendo la operación tres veces por 5

segundos cada una. Posteriormente, y sólo en las muestras destinadas a Western blot se sonicó a frecuencia

media durante 10 segundos (dos veces). El homogenato se centn'fugó a 40.000 rpm, 45 min, 4° C. Posterior­

mente los homogenatos se comenzaron a centn’fugar a 12.000 rpm, 30 min, 4° C ya que se ven'ficó que los

resultados no diferían de los obtenidos a 40.000 rpm. El sobrenadante se utilizó inmediatamente en los ex­

perimentos de unión del radioligando al receptor o se guardó rápidamente a -70° C ó en N1líquido para ser

usado posteriormente en Western blot. Paralelamente se determinó la concentración de proteínas por el

método de Lowry (178)

Para realizar los extractos cítosólicos a partir de células en cultivo, se lavaron las mismas con PBS,y

se levantaron con un rastrillo en un volumen no mayor de 100-200 pl/frasco de cultivo (aprox. 1x107célu­

las) con buffer de lisis (en frío). El homogenato fue sonicado dos veces durante 10 segundos a intensidad

media. Se centrifugó a 12.000 rpm, 30 min, 4° C. El sobrenadante se guardó inmediatamente a -70° C o en

N1líquido.

Unión del radioligando al receptor:
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Se realizaron experimentos de desplazamiento y competencia de [3H]-R5020.Se calculó la dosis

efectiva 50 (EC50), constante de disociación (Kd) y número total de sitios receptores (Q) con el sofware

GraphPadG’ (GraphPad Software Inc, San Diego, CA).

Curvas de desplazamiento:

Los RP se midieron incubando alícuotas del extracto por duplicado con 3 nM [’H]-R5020y desplazan­

do con concentraciones crecientes de R5020, MPA,mifepristona u onapristona no radioactivas en el rango

de 0.1 pMa 20 pM. La reacción se dejó llegar al equilibrio durante 18 hs a 0° C. Se utilizó 100 veces más de

cortisol para bloquear el pegado no deseado a proteínas sérícas. La separación de la hormona unida y libre

se realizó agregando una solución de carbón-dextrano (buffer TEDG, 1 %carbón activado, 0.1 %dextran) y

luego de 10 min, las muestras se centrifugaron a 3.500 rpm, 10 min, 4° C. El sobrenadante se contó en pre­

sencía de líquido de centelleo en un contador de emisión B. Los resultados se graficaron como %hormona

unida (cpm unidas en cada punto/total de cpm unidas) vs log concentración (log nM)y se calculó la ECSO.

Experimentos de saturación y análisis de ScatchLd:

Los extractos celulares totales se incubaron con [’H]-R5020en concentraciones en el rango de 3 pM

a 30 nM en presencia o ausencia de 3 pM R5020. La unión ínespecífica a proteínas séricas, RGy RAse impi­

dió con un exceso 100 veces mayor de cortisol o 5a-dihidrotestosterona (DHT).Se dejó llegar al equilibrio

durante 18 hs a 4° C. La hormona unida se separó de la libre con la adición de carbón-dextrano. Losdatos se

ajustaron realizando el análisis de Scatchard y se calculó la Kdy Q del RP.

Evaluación de RPtotales:

Los ensayos de unión de [’H]-R5020se realizaron en las fracciones nucleares y citosólicas. Los teji­

dos se homogeneizaron en buffer TEDG+ 0.25 M sacarosa (TEDGS)y el homogenato se centrifugó a 1.000

rpm, 10 min, 4° C. Se recolectó el sobrenadante que se centrífugo a 12.000 rpm, 20 min a 4° C. El sobrena­

dante resultante es la fracción citosólica. Se resuspendió el precipitado de 1.000 rpm en buffer TEDGS+ 0.4

M KCl, se incubó durante 1 h en hielo y se centrifugó a 12.000 rpm por 20 min a 4° C. El sobrenadante es la

fracción nuclear. La unión de [’H]-R5020al RP se realizó en ambas fracciones. Los RP se marcaron incuban­
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do alícuotas por duplicado de los extractos con 30 nM [’H]-R5020 por 3 hs sólo o con 3 pM R5020 y siempre

con 3 pMde cortisol para bloquear la unión inespecífica. La hormona libre se separó de la unida adsorbién­

dola con carbón-dextrano.

Western blot :

Las muestras (100 pg de proteínas totales/calle) se separaron en un gel de poliacrilamida discontinuo

(7.5 % para separar al RP y 12 % para separar al RE) usando el sistema de buffers discontinuos de Laemmlí

(179). Se separó un conjunto de marcadores de PMen cada gel. Las proteínas se disolvieron en buffer desna­

turalizante y se hirvieron durante 4 min. Se realizó la electroforesis por 60-75 min a 25 mAmp/gel. Luego,

las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa durante 2 hs a 80 V. Las membranas se blo­

quearon durante toda la noche en solución de bloqueo. Al terminar el bloqueo, las membranas se lavaron

varias veces en PBSTy luego fueron incubadas con los anticuerpos correspondientes. Para RP con el anti­

cuerpo monoclonal PgRAb-7/hPRa 7 (Ab 7) (Neomarkers, Union City, CA)a temperatura ambiente, por 2 hs,

en una concentración de Zpg/ml, en PBST.Otros anticuerpos monoclonales fueron también utilizados en

algunos experimentos: PgR Ab-5/hPRa 5 (Ab 5) y PgR Ab-6/hPRa 6 (Ab 6). Estos anticuerpos comerciales se

obtuvieron utilizando RP purificado de carcinoma de endometrio humano como antígeno (180) y se ha de­

mostrado que reaccionan con el RP de ratón (181). Ab5 y Ab7 detectan RPAy RPB,mientras que Ab 6 sólo

reconoce RPB.Todos se utilizaron en una concentración final de 2 pg/ml (diluido 1/100 del vial madre en

PBST).El segundo anticuerpo utilizado fue un anti IgGde ratón realizado en oveja conjugado con la enzima

peroxidasa de rábano (Amersham Life Science, Bukinghamshire, UK), diluido 1/ 1500 en PBST.Se utilizó tam­

bién el anticuerpo policlonal anti RP de ratón Ab-1 PRAB(Ab 1) desarrollado en el laboratorio de la Dra.

Shyamala (182), este suero se diluyó 1/1000 en solución de bloqueo y como segundo anticuerpo se utilizó

anti IgGde conejo realizado en oveja conjugado con la enzima peroxidasa de rábano (Amersham Life Scien­

ce), diluido 1/ 1500 en PBST. En el caso de REse utilizó el anticuerpo policlonal MC-20 (Santa Cruz Biotech­

nology, Santa Cruz, USA),diluido 1/ 100 en PBST. Las bandas inmunoreactivas se revelaron por quimiolumi­

niscencia. Para visualizar la señal, las membranas se expusieron a una placa radiográfica durante 10 seg a 5

min, dependiendo de la intensidad de la señal observada. Sólo se cuantificó la intensidad de las bandas en
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los geles donde la proporción de intensidad se mantuvo lineal, es decir que la mancha no estaba saturada.

Se repitieron los experimentos con 5 a 20 muestras de cada tumor.

Inmunohistoquimica:

Los tumores se fijaron en formalina 10 %en PBSy se incluyeron en parafina según técnicas de rutina. Se

desparafinaron cortes de 5p en xileno y se hidrataron en una serie de alcoholes de graduación decreciente.

La actividad de la peroxidasa endógena se inhibió con Hzozal 3 %en PBSdurante 20 min. Los cortes se blo­

quearon con albúmina 3 %en PBSpor 30 min y luego se incubaron con Ab 7, Ab 6, Ab 1 o el anticuerpo poli­

clonal PR C-20 (Santa Cruz Biotechnology) en una dilución 1/100 en PBSdurante 48 hs a temperatura am­

biente. Se lavó con PBSy sucesivamente se incubó durante 30 min a temperatura ambiente con el segundo

anticuerpo (anti IgGde ratón o anti IgGde conejo conjugados con biotina, Vector Labs, San Francisco, CA),

diluidos 1/ 250 en PBS,y con el complejo ABC,preparado según las indicaciones del fabricante (Vector Labs).

Losvidrios se lavaron varias veces con PBSy se revelaron bajo el microscopio con 3-3’ diaminobenzidina 0.06

%en PBSy Hzoz 0.1 %. La reacción se detuvo con HZOdestilada, entonces los cortes se deshidrataron en una

serie de alcoholes de graduación creciente, xileno y se montaron en medio sintético (DPX,Fluka). Como

control de especificidad de la señal se omitió el anticuerpo primario o secundario en algunos cortes.

Cultivos primarios:

Se realizaron cultivos primarios de las líneas tumorales C4-2-HI, C7-HI, 59-HI, C7-2-HI y CC4-HIuti­

lizando tumores de entre 50 y 100 mmz, aproximadamente a los 15-20 días del transplante. Los tumores se

extirparon en esterilidad disgregando primero en forma mecánica y luego con solución enzimática, agitando

a 37° C durante 40 minutos. La suspensión celular obtenida estuvo compuesta por dos poblaciones, una de

estirpe epitelial y otra de estirpe fibroblástica. Para su separación se utilizó la técnica de Pandis et al (183)

con algunas modificaciones (40). Esta técnica se esquematiza en la Figura 2-3 y se basa en que la velocidad

de sedimentación de las células epíteliales que forman agregados celulares es mayor que la de los fibroblas­

tos, permitiendo así su separación luego de varias decantaciones diferenciales. Se colocaron las células en
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un tubo de centrífuga junto con 15 ml de medio de lavado y se centrifugaron a 1.000 rpm durante 10 min. Se

descartó el sobrenadante y las células se resuspendieron en medio de lavado. La suspensión se dejó sedi­

mentar durante 20 minutos; el sedimento constituye la fracción enriquecida en células epiteliales, que se

encuentran habitualmente en agregados. Estas se volvieron a resuspender en medio de lavado y se repitieron

las decantaciones cada 20 min descartándose el sobrenadante cada vez hasta que en él no se detectaron

más células. Este es el momento en que se considera que se han separado exitosamente ambas poblaciones.

Luego de la última decantación las células se resuspendieron en 10 %SFBdec y se sembraron en frascos de

cultivo. Los cambios de medio se realizaron cada 48 horas con 10 %SFBdec. Al cabo de 7 a 10 días las célu­

las se tripsinizaron y repicaron en placas de 96 o 24 hoyos donde se realizaron los ensayos de proliferación o

determinación de receptores en célula entera, respectivamente.

Repique de células:

Se reemplazó el medio con la solución de tripsina estéril y las células se incubaron durante 2-15

min a 37° C con la cantidad de tripsina necesaria como para cubrir el fondo mínimamente. Una vez que és­

tas se despegaron del fondo de la placa se las pasó a un tubo conteniendo 10 ml de medio de cultivo con 10

%SFBddec se centrifugó a 1.000 rpm durante 10 minutos. Luego, el sobrenadante se descartó y el precipi­

tado se resuspendió en 5 %SFBch.Finalmente, se sembraron las células en las placas correspondientes.

Ensayos de proliferación:

1. Cultivos primarios

Los cultivos enriquecidos en células epiteliales fueron subcultivados en microplacas de 96 hoyos con 5 %

SFBchy se incubaron durante 24-48 horas para permitir la adhesión. Luego, el medio fue reemplazado por

medio fresco (2.5 %SFBch)conteniendo las soluciones cuyo efecto se deseaba evaluar. Los ensayos se reali­

zaron por octuplicado. Las células se incubaron durante 48 hs con las soluciones correspondientes, reempla­

zándose, a las 24 hs, el 50 %del volumen de cada hoyo por solución fresca. Durante las últimas 18 horas de

incubación se aplicó un pulso de 0.4 pCi de 3H-timidina (actividad específica 20 Ci/mmol) en cada hoyo.

Luego los cultivos fueron tripsinizados y cosechados en un cosechador de células (Inotech) y la radioactivi­
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ensayos de proliferación proliferación celular.
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dad incorporada fue medida en presencia de líquido de centelleo en un contador de emisión [5durante 1

min.

2. Cultivo de la línea celular NMuMg

Se realizaron subcultivos de la línea celular de mama normal (NMuMg)en placas de 96 hoyos donde

se ensayaron los distintos tratamientos. Los ensayos se realizaron por octuplicado. A las 24 hs se reemplazó

el 50 %del volumen de cada hoyo por solución fresca. Durante las últimas 18 hs se le dio un pulso de 0.4 uCi

de 3H-timidinaen cada hoyo. Finalmente, las células fueron cosechadas y la radioactividad incorporada fue

medida en un contador de emisión [3.

Hormonas

En todos los experimentos de proliferación, las hormonas utilizadas se diluyeron en etanol absoluto

para obtener una concentración madre de 1x10‘3a partir de las cuales se realizaron diluciones seriadas en

2.5 %SFBchcubriendo el rango de 1x10" a 1x10” M. Nunca se realizaron diluciones con una proporción de

etanol mayor que 1/ 1000 para evitar una posible toxicidad.

Oligonucleótidos antisentido

Se sintetizaron dos oligonucleótidos con secuencias complementarias al ARNmdel RP. Una diseñada

por nosotros para bloquear la expresión de RPB(asRPB) y la otra para bloquear ambas isoformas (asRPAB)

(184)(Fagos, Buenos Aires, Argentina y DNagency, Malvern PA, USA).Para controlar la especificidad del asR­

PAB,se diseñó el oligonucleótido schPAB, que contiene la misma cantidad y tipo de bases pero ordenadas

en otra secuencia al azar que no resultó tener homología con ninguna proteína conocida de ratón. Se prepa­

raron en una concentración madre de 4 mg/ml (en medio DMEM/F12 estéril) y se diluyeron en medio 2.5 %

SFBchen un rango de 5 a 0.3 pg/ml antes de usar.

m 5' G CAGCTCAGTCATGACGACT 3'

M 5’ ACTCATGAGCGGGGACAACA3'

schPAB: 5' ACG CTA GAC TGA CGA CGA GA 3’
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3. Determinación de RPen célula entera por unión del ligando al receptor

Las células se sembraron en una placa de 24 hoyos con 5 %SFBch. Cuando alcanzaron un 60 %de con­

fluencia el medio se reemplazó por 2.5 %SFBchsólo o con agregado de asRP. Las células se incubaron 24 hs

a 37° C. Posteriormente, las soluciones se reemplazaron con medio sólo por 1 h y luego se agregó en todos

los hoyos (’H)-R5020 a una concentración final de 30 nM. La unión del radioligando se desplazó con R5020 no

radioactivo en una concentración final de 3 uM. Se incubó a 37° C durante 3 hs. La hormona libre se eliminó

lavando tres veces con PBSy las células se despegaron con tripsina 0.25 %. La radioactividad incorporada se

midió en un contador de emisión B.

4. Recuento celular

Las células se sembraron en placas de 24 hoyos con 5 % SFBch y se dejaron adherir durante 48 hs.

Se incubó con el asRPAB durante una semana cambiando las soluciones regularmente cada dos dias. Alfina­

lizar el experimento se eliminó el medio de cultivo y las células se despegaron con 1 ml de solución de tripsi­

na. Se contaron 10 pl de esta suspension en una cámara de Neubauer. Cada tratamiento se realizó en octu­

plicados y se grafico número medio de células / ml i DS.

Purificación de ARN:

Se extrajo el ARNtotal a partir de 0.4 g de tejido congelado utilizando el método de extracción de

Chomczynski y Sacchi (185). El tejido se dísgregó en un mortero con N2líquido y el polvo se homogeneizó

hasta completa disolución en 4 ml de solución D. Se agregó 200pl de acetato de sodio 2M pH 4 y se mezcló

bien. Se agregaron 4 ml de fenol saturado con citrato y se separaron las proteínas de los ácidos nucleicos

con dos extracciones sucesivas con 4 ml de cloroformo/alcohol isoamílico en una proporción 49/1 centrifu­

gando a 12.000 rpm, 4° C, 15 min cada vez. El ARNse precipitó de la fase acuosa superior agregando isopro­

panol frío e incubando toda la noche a -20° C. Luego, se centrifugó a 12.000 rpm, 4° C, 30 min. El precipita­

do se disolvió en 150 pl de solución Dy se precipitó nuevamente con isopropanol durante 2 hs a -20° C. Lue­

go de la segunda centrifugación, el precipitado se lavó con etanol 75 %y se dejó secar al aire. Finalmente,

el ARNse disolvió en 50 pl SDS0.1% y se guardó a -70° C.
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Ensayo de protección a RNasa:

Se basa en utilizar una sonda marcada con (a3ZP)-dNTPspara detectar la expresión y estructura de

un gen. La ribosonda forma un híbrido con el ARNde interés y luego se trata con RNasa para digerir regiones

de la ribosonda que no hayan formado híbridos con el correspondiente ARN.El fragmento protegido y mar­

cado se separa en un gel de poliacrilamida y se visualiza exponiendo el gel a una película fotográfica. La

sonda utilizada se muestra en la Figura 2-4 y fue desarrollada por el Dr. Asaithamby en el laboratorio de la

Dra. Shyamala (Lawrence Berkeley Laboratory):

SONDARPA+B

(-7) ggtcgtcatg actgagctgc aggcaaagga tccgcaggtt ctccacacgt ctggcgcttc
gccctccccc ccacacatcg ggtccccctt gcttgcacgc ttggactcag gtcccttcca ggg
agccag cactcggacg tgtcgtctgt agtctcgcct ataccgatct ccctggacgg gctgctttt‘t
cctcggtcct gccggggtcc cgagctccca gacggaaagacaggggacca gcagtcgctgccg
acgtgg agggcgcttt ctctggggta gaagccactc atagggaggg aggcagaaat tccagac
ecc cggagaagga cagcagactc ttagacagt (+349)

pBLUESCRlPT (2.95 KB)
+

I'I1RP 11-0-34 9

+ +
Eco RI Hind ]I[

RPA

Figura 3: Clonado y obtención de la sonda PR A+B.
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La sonda se diseñó para detectar los niveles de expresión de las dos isoformas del RP. Utlizando el

ADNcdel RP de ratón (mPR17) (186), se subclonó un fragmento de 356 pb, correspondiente a los nucleótidos

-7 a +349 dentro del vector pBluescript (Stratagene) digerido con Hind l|| y Eco Rl. Esta región corresponde a

la N-terminal de PRBy la 5’ no traducida de PRA. La ribosonda (antisentido) se transcribió con el kit

"Maxiscript in vitro transcription kit” (Ambion, TX, USA)linearizando el plasmido con an I y transcribiendo

luego con T3 ARNpolimerasa en presencia de (a’zP)CTP. La ribosonda resultó en un transcripto con un

tamaño total de 420 pb, de las cuales 356 pb hibridizaron completamente con PRBy PRA,correspondiendo a

los nucleótidos -7 a + 349. Los ensayos se realizaron con 10 pg de ARNtotal extraído de tumores o útero,

usando el kit "RPAIIribonuclease protection assay kit” (Ambion). La ribosonda se agregó en exceso para

asegurar la linean'dad del ensayo. El producto de hibridización protegido y marcado con (a’zP)dCTP se

purificó extrayendo con fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25/24/ 1) y se analizó en un gel de

poliacrilamida 5 % seguido de autorradiografía. Los niveles de expresión de las dos isoformas del RP se

cuantificaron utilizando el software Image QuantG’(Molecular Dynamics, Version 3.3), se normalizaron a los

niveles de B-actina.

Análisis Estadístico:

Las diferencias entre los tratamientos in vivo se evaluaron realizando una regresión lineal para cada

tratamiento y comparando diferencias entre las pendientes. Las diferencias en la distribución subcelular del

RPen las etapas del ciclo estral se compararon con la prueba "t" de Student para datos apareados. En los

experimentos de proliferación celular y recuento de células, las diferencias entre concentraciones de un

único tratamiento y el control se compararon usando ANOVAy "t" de Tukey para comparar grupos entre sí.

Lasdiferencias entre medias de dos tratamientos se evaluaron con una prueba "t" de Student. La intensidad

de las bandas se cuantificó usando el software Image Quant° (Molecular Dynamics, Versión 3.3); sólo se

cuantificaron exposiciones no saturadas. Para evaluar las diferencias entre la intensidad de las isoformas del

RP en tumores de animales tratados y sin tratar con MPA(proporción RPA/RPB)sólo se compararon muestras

separadas en el mismo gel y se utilizó la prueba "t" de Student para datos apareados. El análisis de los PMs
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se realizó trazando una recta de regresión con los valores correspondientes a cada marcador y su movilidad

en el gel. En función de estos datos el se calculó el PMde cada banda en el gel.
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CAPÍTULO 1

I. CRECIMIENTO DE LAS LINEAS TUMORALES IN VIVO, EVALUACIÓN DE PROGESTAGENO-DEPENDENCIA E

INDEPENDENCIA

Los tumores se definen como p. g "a " r 4' ‘ (PD) si crecen en animales tratados con

MPA y no crecen o lo hacen mucho más tarde en ratones ovariectomizados. El grado de hormono

dependencia varía entre los distintos tumores, y dentro de un mismo tumor va disminuyendo con los

sucesivos pasajes in vivo. En la Figura 3-1A se muestra un ejemplo de un pasaje temprano de un tumor

progestágeno-dependiente. Este tumor crece dentro de los pn'meros 40 días de transplantado en animales

tratados con MPA(depósito sc de 20 mg) y no crece en animales sin MPAu ovariectomizados. A medida que

se avanza en el número de los pasajes el tumor va creciendo más rápido en animales con MPA(dentro de los

primeros treinta días), crece en animales sin MPA(aproximadamente a los dos meses de transplantado) y

luego de por lo menos seis meses en animales ovariectomizados. En este caso particular, los tumores

inoculados en hembras con operación simulada (y sin MPA) crecieron inicialmente pero luego se

reabsorbieron. Este resultado podn'a deberse a que el proceso operatorio es un factor de estrés que podría

estar influyendo sobre la acción de las hormonas ováricas.

Los tumores p. 3 ‘ 'É ‘ ‘ r “ ‘ crecen en forma similar en animales tratados con MPA,no

tratados, ovariectomizados y con operación simulada (Figura 3-1B). En la figura se muestra un pasaje tardío

‘ 4| J' A.
a a rde un tumor pl Su velocidad de crecimiento es en general mayor que la de los

J J' L
tumores pl , ‘ '; r y también aumenta con el número de pasajes in vivo.
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Figura 3-]: Crecimiento de adenocarcinomas mamarios murinos in vivo. Los tumores se transplantaron

con trocar en el flanco inguinal derecho de animales ovariectomizados (I), con operación simulada (El),

inoculados sc en el flanco inguinal izquierdo con un depósito de MPA (20 mg/ratón) (O) y controles (O).

El tamaño se midió cada 2 dias con un calibre (largo x ancho). En el gráfico se indica tamaño tumoral

medio i DS. Se muestra una curva representativa de cada tipo de tumor.



ll. EVALUACIÓN DE LA RESPUESTA A ESTRADIOL Y ANTIPROGESTÁGENOS IN VIVO DE LOS TUMORES

PROGESTÁGENO-INDEPENDIENTES

En experimentos previos del laboratorio se había demostrado que tumores progestágeno­

independientes eran capaces de regresionar completamente luego del tratamiento con Ez o los

antiprogestágenos mifepn'stona u onapristona (Montecchia et al 1999), sugiriendo que el RP estaria

involucrado en el crecimiento progestágeno-independiente. Nuestro objetivo fue evaluar la respuesta a estos

‘J 4' L
tratamientos en los nueve tumores p. y desarrollados en el laboratorio (Figura 3-2).9 r

Observamos que de las nueve líneas estudiadas seis respondieron regresionando al tratamiento con

antiprogestágenos (C4-HI, CC4-Hl, 59-2-HI, C7-2-HI, 32-2-HI y 53-HI) mientras que las otras tres no lo

hicieron (C4-2-HI, 59-HI y C7-Hl). Basándonos en estos resultados dividimos a los tumores en dos clases:

progestágenoindependientes respondedores (PI-R) y El " ‘ 4 4' ‘ no respondedores (PI­a a _ I’

NR).
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Figura 3-2: Respuesta ¡n vivo al tratamiento con antiprogestágenos y estradiol. El tratamiento
comenzó cuando los tumores alcanzaron un tamaño de 25-l00 mmz. Se utilizaron 3-4 animales por grupo.
Los tratamientos consistieron en implante dorsal de un pellet de estradiol (Smg; El), o inoculaciones sc
diarias de onapristona (lO mg / kg; I), mifepristona (6.5 mg / kg; A) y control (O). El tamaño tumoral se
midió cada 3-4 días (largo x ancho). Los experimentos en los tumores C4-Hl, 59-2-HI y 59-Hl se repitieron
con tres pasajes distintos; en los tumores CC4-Hl, C4-2-Hl ,y 32-2-HI se realizaron sobre dos pasajes
distintos; en los tumores C7-2-HI, C7-Hl y 53-HI los experimentos se realizaron sobre un único pasaje. La
flecha indica el inicio de los tratamientos.



Con el tratamiento de onapristona no se observó regresión completa en los tumores CC4-HIy C4-HI,

pero las diferencias con el control fueron significativas (p<0.05). Se observó la misma tendencia en todos los

experimentos realizados sobre estos dos tumores. El tumor 59-HI mostró respuestas discordantes al

tratamiento de E2.En un pasaje temprano respondió interrumpiendo su crecimiento, pero los experimentos

se repitieron en pasajes más avanzados donde en un caso no se observaron diferencias con el control, en

otro experimento algunos tumores se mantuvieron sin modificaciones y otros crecieron en forma similar a los

controles. Dado que el tratamiento con los antiprogestágenos creció igual que el control, a este tumor se lo

clasificó como no respondedor.

Ill. RESPUESTA A MPA IN VITRO DE LÍNEAS PROGESTÁGENO-DEPENDIENTES E INDEPENDIENTES

‘_l .1- L
El efecto proliferativo del MPAsobre tumores p. se comparó con el de

tumores PD. Realizamos experimentos in vitro en los que evaluamos la proliferación de las células

provenientes de un cultivo primario por incorporación de (’H)-timidina.

Para evaluar los tumores PD, se utilizaron cultivos primarios del tumor CC4-HD (Figura 3-3). La

respuesta al MPAfue bifásica. Se observaron dos pendientes, una a concentraciones muy bajas (EC50= 1.5 i

Tumor Figura 3-3: Ensayos de proliferación por

pi _, "e 4 .. 4' A incorporación de (’H)-timidina en cultivos

4 primarios de un tumor progestágeno­

.5 (CC4-HD) d . .T, ependiente. Las células se sometieron a
N
5 3' concentraciones crecientes del progestágeno MPA

3‘:

É durante 48 hs. La proliferación celular se midió por
n. 2­
g incorporación de (3H)-timidina. C es el control sin

g 1_ tratamiento (2.5 % SFB ch). Los valores se refieren'o
.E al control y se graficaron como indice de

3 u u u u u a u u u u . proliferación. Se observa una respuesta
c -15 -14 -13 -12 -11 -1o -9 -s -7 -6

proliferativa y bifásica con ECSO = 1.5 i 0.7 fM y

'09 M 0.33 i 0.3 nM. Experimento representativo de tres.



0.7 fM)y la otra a concentraciones más altas (EC50= 0.33 i 0.3 nM), que está dentro del orden del Kddel RP

reportado previamente (Maggi1984).

Se evaluó el efecto del MPAen cuatro de las nueve líneas p. g "g ' 4 r " ‘uc (Figura 3-4).

Las células de los tumores Pl-R, CC4-HIy C7-2-Hl respondieron al MPAproliferando. Sin embargo, el índice

de estimulación fue bajo, apenas 1.5 veces mayor que el control y la ventana para ver el efecto fue más

acotada. Se observó una estiulación máxima de 1.5 veces mayor que la proliferación basal. Esto indicaría

que ya existe una proliferación basal mayor en los tumores PI-Rque PD. Por otro lado, las células epiteliales

de los tumores PI-NR,C4-2-HI, C7-HIy 59-Hl (el último no se muestra) no respondieron al MPAen el rango de

concentraciones estudiado excepto C4-2-Hlen 10'6M.
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Figura 3-4: Ensayos de proliferación por incorporación de (’Hytimidina en cultivos primarios. Las células se

sometieron a concentraciones crecientes del progestágeno MPA durante 48 hs. Los valores se refieren al control sin

tratamiento (C: 2.5 % SFBch) y se graficaron como índice de proliferación. Se muestra un experimento

representativo de un total de dos para CC4-Hl ; de tres para C7-2-Hl; de cuatro para C4-2-Hl y de siete para C7-Hl.

*:p<0.01;"p<0.05; "**p<0.00|.
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IV. EFECTO DEL ESTRADIOL Y ANTIPROGESTÁGENOS EN CULTIVOS PRIMARIOS DE TUMORES

PROGESTÁGENO-INDEPENDIENTES

Evaluamos los efectos de los antiprogestágenos y del E1en cultivos primarios de tumores PI-Ry PI-NR

utilizando la técnica de incorporación de (’H)-timidina. Los antiprogestágenos mifepristona y onapristona

inhibieron la proliferación celular de los cultivos primarios de tumores Pi-R (Figura 3-5 A-B). El E2ejerció un

efecto inhibitorio más evidente en el tumor C7-2-HIque en el CC4-HI. In vivo, los antiprogestágenos o E2no

sólo inhiben el crecimiento sino que inducen regresión total (excepto onapritona en CC4-HI).La proliferación

celular de los cultivos de tumores PI-NRno se vió afectada por ninguno de los tratamientos (Figura 3-5 C-E).

En la figura se muestran experimentos representativos de: dos para CC4-Hl;tres para C7-2-HI, C4-2-HIy 59­

HI; cinco para C7-HI.

La respuesta diferencial de los tumores p. g g ' 4 r " ‘vs observada in vivo e in vitro

podría deberse a que en los PI-NR,los antiprogestágenos no tienen efecto inhibitorio por falta de unión a su

receptor. Para probar esta hipótesis realizamos experimentos de unión del radioligando al RP.

V. UNIÓN DEL RADIOLIGANDO AL RECEPTOR

Curvas de desplazamiento: Se realizan para evaluar y comparar la capacidad de distintos agonistas y

antagonistas de unirse a un receptor. Se incubaron extractos tumorales totales con el progestágeno (’H)­

R5020 y se desplazó el pegado específico con dos progestágenos, R5020 y MPA,y dos antiprogestágenos,

mifepristona y onapristona, no radioactivos en concentraciones crecientes en el rango de 1x10" - 2x10‘ nM.

Dado que la respuesta proliferativa bifásica de las células del tumor CC4-HDsugería la presencia de

dos sitios receptores, realizamos experimentos de desplazamiento en este tumor. Observamos curvas típicas

de dos sitios receptores (Figura 3-6A) con dos ECSO:1.96 pM y 5.1 nM. Para estudiar si este fenómeno era

característico del tumor o, si también se detectan dos sitios receptores en un tejido normal, decidimos

realizar los mismos experimentos en útero de hembras vírgenes de dos meses de edad. En el tejido normal
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también se obtuvieron dos pendientes para el desplazamiento de R5020 con EC50: 1.86 pMy 2.01 nM(Figura

68). En la Tabla 3-1 se muestran los datos del experimento de la Figura 3-6Apara que se pueda comparar la

variación de la radioactividad unida y desplazada en cada punto.

En los tumores PI-R, los agonistas MPA y R5020, y los antagonistas mifepristona y onapristona

desplazaron (3H)-R5020en forma concentración dependiente (Figura 3-7). Con los cuatro compuestos se

obtuvieron curvas bifásicas, indicando el desplazamiento de dos sitios receptores. Los valores de ECSO

fueron: R5020 = 2.4 w:0.5 pM y 30.4 :t 6.78 nM (n = 8); MPA = 4.8 i 1.3 pM y 91.42 i 9.68 nM (n = 3);

mifepristona = 3.13 t 0.9 pM y 60.2 i 15.8 nM (n = 4); onapristona = 4 i 2.06 pM y 94.13 i- 4.67 nM (n = 3).

En el sitio de alta afinidad las EC50no variaron significativamente entre los distintos compuestos (excepto

R5020 vs. MPA,p<0.05). La ECSOdel sitio de baja afinidad del R5020 fue significativamente menor a la del

MPA(p<0.001), mifepristona (p<0.01) y onapristona (p<0.001). La EC50 correspondiente al sitio de menor

afinidad también fue significativamente distinta entre mifepristona y MPA (p<0.05) y mifepristona vs

onapristona (p<0.01). La afinidad relativa al R5020 (100 %) fue para los sitios de mayor y menor afinidad:

mifepristona (77 %y 50 %), MPA(50 %y 33 %)y onapristona (60 %y 32 %) respectivamente.

No se observó desplazamiento con los agonistas ni los antagonistas en los tumores PI-NR (no se

muestra).

Curvas de saturación: Una manera de calcular la constante de afinidad (o su inversa la constante de

disociación o Kd) de un receptor es por medio de experimentos de saturación. En este caso se incubaron

extractos totales de los tumores con concentraciones crecientes del agonista (’H)-R5020en un rango de 0.01

-30 nM. Por análisis de Scatchard se obtuvo la Kdy el número total de sitios receptores (Q).

En un análisis con todos los puntos, sólo se detectó el sitio de menor afinidad (el clásico). Los

valores de Kd y Q para útero normal, tumores PD y Pl-R (Figura 3-8) fueron Kd: 9.2 i 4.2 nM, Q: 376 i 64

fmoles/mg de proteína (n = 8) (ver panel izquierdo). Posteriormente decidimos analizar por separado los

datos obtenidos con baja concentración de (’H)—R5020(0-50 pM), que también se ajustan a una curva de

saturación (ver panel derecho). Para estos sitios de alta afinidad y baja capacidad el Kdy Q fué 43 i 9 pMy

9 i 3 fmoles/ mg de proteína (n = 8), respectivamente. Una observación interesante es que el número total
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de sitios receptores de alta afinidad siempre representó 2-3 %del contenido total de RP. En la Tabla 3-2 se

muestran los datos de un experimento representativo del tumor PI-R. Ninguno de estos sitios se pudieron

ver en los tumores PI-NR(no se muestra). Como a lo largo de todo el rango de concentraciones evaluado

hubo intervalos donde se obtuvo una diferencia significativa entre total unido y desplazado, no descartamos

la posibilidad de algún tipo de interferencia en la unión como por ejemplo alta concentración lipídica,

interacción fuerte con otras proteínas o ADN,etc...

Número total de RP: Además del análisis de Scatchard también evaluamos los niveles de RPen las fracciones

nucleares y citosólicas en el punto de saturación (Tabla 3-3). En los tumores PD (p<0.01) y PI-Rel contenido

de RP fue mayor en el cítosol que en el núcleo (p<0.05). Además, en los tumores PD los niveles de RP en

ambas fracciones se regularon negativamente por MPA(p<0.01). No se observaron diferencias significativas

entre tumores PD creciendo sin MPAy PI-R. En el 48 % (35/73) de las muestras de tumores PI-NRse pudieron

determinar los niveles de RP, y estos se detectaron principalmente en el núcleo (p<0.01).

Se encontraron variaciones en el número y distribución de los receptores de acuerdo a la etapa del

ciclo estral del animal al ser extraído el tumor (Figura 3-9). Los niveles de RP en tumores PD (en animales

sin MPA,es decir ciclando normalmente) y Pl-R alcanzaron un máximo durante la fase estrogénica (estro)

localizándose principalmente en el cítosol (p<0.001). En los tumores PI-NRse observó lo opuesto, con la

mayoría de los RPen la fracción nuclear durante la fase estrogénica (p<0.01).
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Figura 3-6: Curvas de desplazamiento. Los extractos celulares totales se incubaron por duplicado con 3 nM

(3H)-R5020 y se desplazó con R5020 no radioactivo. En el tumor PD y útero normal se observaron dos

pendientes con ECSO: 1.96 pM y 5.l nM para CC4-HD; l.86 pM y 2.01 nM para útero normal.

Tabla 3-1: datos correspondientes al experimento de la Figura 6A

R5020

A__ :__._29_l38__,
“237437,

El porcentaje unido se calculó como cpm unidas en cada punto/cpm
unidas totales sin desplazar. Los valores tachados no se incluyeron en
el análisis.
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Figura 3-7: Curvas de desplazamiento en tumores Pl-R. Los extractos celulares totales se incubaron por

duplicado con 3 nM (3H)-R5020 y se desplazó con R5020, MPA, mifepristona u onapristona no radioactivas.

Se incubó durante 18 hs a 0° C y luego la hormona se eliminó con carbón dextrano. Se graficó la media i DS.

Las curvas son representativas de al menos dos experimentos con cada compuesto sobre el mismo tipo de

tumor.
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Figura 3-8: Curvas de saturación y análisis de Scatchard. Los extractos celulares totales de útero

normal, un tumor PD (CC4-HD) y un tumor Pl-R (CC4-Hl) se incubaron con concentraciones crecientes de

(3H)-R5020 desde 5 pM hasta 30 nM. Los paneles de la izquierda muestran la curva y análisis incluyendo

todos los puntos. El recuadro punteado en la parte inferior izquierda de los gráficos está ampliado en los

paneles de la derecha y representa sólo los puntos correspondientes a bajas concentraciones de (3H)-R5020.

Paneles derechos: en esta escala se observa el sitio de mayor afinidad. Útero y CC4-HD experimentos

representativos de dos; CC4-Hl representativo de cuatro.
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Figura 3-9: Variación de RP nucleares y citosólicos en el ciclo estral. La etapa del ciclo se

verificó antes del sacrificio de los animales. El número de RP totales se determinó a punto único

de saturación sobre las fracciones nucleares (O) y citosólicas (O). La línea gruesa indica la

cantidad total en las dos fracciones. D: diestro; P: proestro; E: estro; M: metaestro.*: p<0.001.



VI. RESUMEN:

En nuestro laboratorio desarrollamos tumores que se mantienen in vivo con un patrón de

crecimiento PDy que in vitro responden al MPAproliferando. De los sucesivos pasajes singeneicos de estos

tumores se seleccionaron o surgieron espontáneamente variantes con un patrón de crecimiento

p. a "g ' 4 r " ‘n- Estas variantes tienen dos tipos de comportamiento in vivo frente al

tratamiento con Ezy antiprogestágenos, algunas regresionan (PI-R)y otras siguen creciendo (Pl-NR).In vitro

se observó que las células de los tumores PI-Rmantienen la capacidad de ser estimuladas por MPAaunque

en menor grado que las PD, y que los antiprogestágenos y E2inhiben la proliferación. Las células de tumores

PI-NRno modifican su índice de proliferación con los tratamientos.

En experimentos de desplazamiento y saturación encontrarnos que en útero normal, tumores PDy

PI-Rse encuentran dos sitios receptores para el RP, uno de alta afinidad y baja capacidad y otro de baja

afinidad y alta capacidad. No fue posible ajustar los datos de tumores Pl-NRal análisis de Scatchard y por lo

tanto no se pudo obtener una Kd. Evaluando el número total de RPse observó que en el 48 %(35/73) de las

muestras de estos tumores existiría unión a un sitio aceptor ("receptor") de progestágenos presente en

menor cantidad que en los tumores PDy PI-R. Este sitio "receptor" se detecta principalmente en el núcleo

y estaria regulado por hormonas ován'cas al igual que en los tumores PD y Pl-R. La falta de respuesta a

progestágenos y antiprogestágenos de los tumores PI-NRpodría deberse a que:

o Estos compuestos no se unen al RP.

o La cantidad de RP que expresan estos tumores no es suficiente para obtener una respuesta

proliferativa.

o Losreceptores están localizados mayormente en el núcleo formando parte de un complejo proteico,

constitutivamente activados (Ej. Complejo de preiniciación activando ciertos genes) e impedido de

interaccionar con el ligando.

o No expresan RP clásicos.
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CAPÍTULO 2

l. EXPRESIÓN DE ISOFORMAS DEL RP

El objetivo de estos experimentos fue caracterizar la expresión de isoformas del RP en todos los

tumores de nuestro modelo e investigar una posible correlación con la respuesta hormonal, ya sea progestá­

geno-dependencia/independencia, o respuesta al tratamiento endocrino.

Especificidad de los Anticuerpos utilizados:

Para detectar estas proteínas por Western blot utilizamos 2 anticuerpos monoclonales y uno policlo­

nal. Si bien este último fue obtenido contra el antígeno de ratón, los monoclonales se obtuvieron de antíge­

nos humanos, por lo que fue necesario verificar su especificidad. Como se muestra en la Figura 4-1, las iso­

formas RPAy RPBde 83 y 115 kDa respectivamente se detectaron con todos los anticuerpos en el útero nor­

mal (wt) y no hubo marcación en músculo ni útero PRKO.

Expresión de isoformas del RP en tumores pl _, “ " " ‘ (PD), progestágeno­u r

L1 t .I 41 A.
v v I’independientes respondedores (PI-R)y pl no respondedores (PI-NR):

Una vez comprobada la especificidad de los anticuerpos se procedió a la caracterización de la expre­

sión de las distintas isoformas de RP en todos los tumores de nuestro modelo. En las Figuras 4-2 a 4-6, se

muestran los resultados representativos de al menos cinco muestras de cada tumor con el anticuerpo Ab 7 y

de al menos dos con el Ab 1. En experimentos seleccionados de los grupos C4 y C7 se utilizó también el anti­

cuerpo Ab 5.
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Figura 4-1: Expresión de RP en tejidos controles. Se separaron 100 pg de proteínas totales

en un SDS-PAGE 7.5 % y se transfirió a nitrocelulosa. Las proteínas se detectaron con los

anticuerpos Ab 7, Ab 5 o Ab 1. La señal se Visualizó por quimioluminiscencia. Los paneles de

la izquierda muestran el control de especificidad de los anticuerpos secundarios.
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GRUPO C4: En todas las muestras de tumores PD y PI-R se detectaron las isoformas RPA,RPBy en un 60 %

una nueva banda de 78 kDa nunca antes descrita en carcinomas mamarios de ratón (Figura 4-2). Estas ban­

das se observaron con menor intensidad en el tumor Pl-NR (C4-2-HI). En este tumor, la isoforma RPBse de­

tectó en 5/15 muestras evaluadas con el Ab 7. Con el anticuerpo policlonal Ab 1 y el monoclonal Ab 5 tam­

bién se detecta la banda de 78 kDa. Con este último anticuerpo las isoformas de RPtambién son detectadas

con menor intensidad en el tumor no respondedor y de hecho RPBno se observó en este caso.

Las bandas de 69, 92 y 105 kDa se observaron con los tres anticuerpos y una intensidad variable al

evaluar tumores de todos los grupos. No nos detuvimos en el análisis de las mismas ya que no aparecieron

con un patrón definido y también fueron detectadas en útero normal.

GRUPO59: En todas las muestras evaluadas de los tumores de este grupo se detectaron las isoformas RPA,

RPBy la banda de 78 kDa (Figura 4-3) con los dos anticuerpos utilizados. No se observaron diferencias en los

patrones de expresión del tumor PD (59-HD) y el Pl-R (59-2-Hl). En el tumor Pl-NR (59-HI) estas bandas se

detectaron con menor intensidad. En este tumor, la intensidad de RPBfue tan baja que en algunos casos no

pudo verse (como se muestra en la membrana revelada con Ab 7), sólo se detectó en 4/9 muestras analiza­

das, y la intensidad de la señal fue más fuerte con el anticuerpo Ab 1.

GRUPOC7: Dos tumores p. a "a ' 4 r 4' ‘m pertenecen a este grupo, uno responde a la terapia

endocrina (C7-2-Hl)y el otro no responde (C7-HI). En ambos tumores se detectaron todas las isoformas (Fi­

gura 4-4), aunque con menor intensidad en el PI-NR(C7-Hl). RPBse detectó en 14/21 de las muestras eva­

luadas del tumor C7-HI. La banda de 78 kDa también resultó inmunoreactiva con el anticuerpo Ab 5.

GRUPO 32: Está formado por un tumor PD y uno PI-R. Ambos tumores expresan RPA,RPBy en un 90 %de las

muestras se detectó la banda de 78 kDa (Figura 4-5).
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Figura 4-2: Expresión de RP en el grupo C4. Se separaron 100 ¡1gde proteínas totales en un SDS­

PAGE 7.5 %. Los tumores C4-HI y C4-2-HI se originaron a partir del C4-HD. El tumor CC4-HI deriva

del CC4-HD. Los ejemplos de tumores C4-HD y C4-2-HI corresponden a la misma muestra revelada con

Ab 7 y Ab l. C4-HI es la misma muestra revelada con Ab 7 y Ab 5. Tumores PD: C4-HD y CC4-HD;

PI-R: C4-HI y CC4-HI; PI-NR: C4-2-HI.
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Figura 4-3: Expresión de RP en el grupo 59. Se sembraron iguales cantidades de proteína total

(100 pg) en cada calle. Se separaron en un SDS-PAGE 7.5 %, y se revelaron con el anticuerpo

Ab 7 o Ab l. Todos los tumores se originaron del 59-HD. La muestra de 59-HI es la misma

revelada con ambos anticuerpos. 59-HD y 59-2-HI son muestras distintas de los tumores y por

eso se observan variaciones en la intensidad de la exposición. Tumor PD: 59-HD; PI-R: 59-2-HI;

PI-NR: 59-HI.
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Figura 4-4: Expresión de RP en el grupo C7. Se sembraron iguales cantidades de proteína

total en cada calle. Las proteínas se revelaron con los anticuerpos Ab 7, Ab 5 o Ab l. Los dos

tumores derivan de la línea hormono-dependiente C7-HD que ya no está disponible en el

laboratorio. Las muestras reveladas con Ab 5 y Ab 7 son las mismas. Tumor PI-R: C7-2-HI; PI­

NR: C7-I-II.
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GRUPO53: Al igual que el grupo anterior, está formado por un tumor PDy uno independiente respondedor

al tratamiento endocrino. Las dos isoformas del RPy la banda de 78 kDa se detectaron con los dos anticuer­

pos utilizados (Figura 4-6). En este caso la intensidad de la señal con el anticuerpo Ab 1 es menor que en las

figuras anteriores, probablemente debido a la pobre calidad de la muestra tumoral.

TUMOR48-HD: En este tumor PDobservamos la banda de 78 kDa en un 100 %de las muestras y las isoformas

RPAy RPB (Figura 4-6).

Análisis global de expresión de isoformas del RPen los tumores de nuestro modelo:

En la Figura 4-7 se muestran resultados representativos de todos los grupos. Los tumores PDy los PI­

R expresan RPAy RPB(calles 1 y 3). La banda correspondiente a 78 kDa se detectó en 32/82 (40 %) de los

tumores p. a "g ‘ r 4' ‘ (calle 2) y en 47/71 (66 %) de los PI-R (calle 4). En los tres tumores PI­

NR, la intensidad de estas isoformas fue mucho más baja (calle 5), de hecho RPBse detectó sólo en 26 de las

56 muestras estudiadas (calle 6).

Regulación de las isoformas del RP por MPA:

En tumores PDy PI-Rcreciendo en animales tratados con MPA,se observó regulación negativa de to­

das las isoformas, incluyendo la banda de 78 kDa, (Figura 4-8, panel de la izquierda). No se observó regula­

ción en tumores PI-NR(no se muestra). La proporción RPA/RPBen todos los casos fue significativamente ma­

yor a uno (p<0.05). En los tumores PD, el MPAreguló negativamente de igual forma a RPAy RPB,y la propor­

ción RPA/RPBse mantuvo constante entre animales tratados o no con MPA. La proporción RPA/RPBen los tu­

mores PI-Rfue significativamente mayor en animales tratados con MPA(p<0.05) debido a que el progestáge­

no reguló negativamente principalmente a RPB(Figura 4-8, paneles de la derecha). Un resultado importante

que se desprende de este análisis es que, si bien la intensidad con que los anticuerpos detectan a las isofor­

mas es variable, la afinidad relativa que tienen por cada una de ellas se mantiene constante, ya que la rela­

ción RPA/RPBpermaneció dentro de los mismos valores con uno u otro anticuerpo (Figura 4-8, paneles de la

derecha).



32-HD 32-2-HI 32-HD 32-2-HI

RPB> "

RP

78kD;t

Figura 4-5: Expresión de RP en el grupo 32. El tumor 32-2-HI deriva del 32-HD. Las muestras

reveladas con ambos anticuerpos son las mismas, pero el tiempo de exposición con el anticuerpo

Ab l file menor. Tumor PD: 32-HD; PI-R: 32-2-HI.
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Figura 4-6: Expresión de RP en el grupo 53 y en el tumor 48-HD. El tumor 53-HI deriva del

53-HD. Las muestras incubadas con uno u otro anticuerpo son distintas. Tumores PD: 53-HD y

48-HD; PI-R: 53-HI.
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Figura 4-7: Resumen de la expresión de RP en los tumores de todos los grupos. Western blots

representativos de la expresión de isoformas en tumores PD e independientes. Se separaron 100 pg de

proteínas totales en un SDS-PAGE 7.5 % y se revelaron con los anticuerpos Ab 7 y Ab l. Calle 1: tumor PD

mostrando RPA y RPB; calle 2: PD mostrando RPA, RPBy la banda de 78 kDa; calle 3: tumor PI-R que

expresa RPA y RPB; calle 4: PI-R donde se detectó RPA, RPB, y la banda de 78 kDa; calle 5: tumor PI-NR

mostrando sólo la isoforma RPA;calle 6: tumor PI-NR mostrando todas las isoformas.
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Evaluación de la reactividad del anticuerpo Ab 6 (anti RPa humana) en tumores progestágeno­

independientes respondedores y no respondedores a la terapia hormonal:

De los inmunoblots anteriores se desprende que en los tumores Pl-NRla expresión de RPBsería mu­

cho menor que en los tumores PI-R. Con el objetivo de evaluar estas diferencias realizamos Western blots

con el anticuerpo monoclonal Ab 6. Este anticuerpo fue desarrollado utilizando RP purificado de carcinoma

de endometrio humano (180) y en el presente es comercializado por Neomarkers. Se ha comprobado que

detecta RPBen carcinomas de mama y endometrio (133) (187), en la línea celular T-47Dy en tejido normal

humano (187). Si bien el catálogo de Neomarkers aclara que no existen estudios en ratón que demuestren

una reactividad cruzada de este anticuerpo, Shyamala et al (181) lo han utilizado con éxito en glándula ma­

maria de ratón. En un primer acercamiento probamos el anticuerpo en el control positivo útero, donde se

detectó una banda de 115 kDa correspondiente a RPay otra banda de 120 kDa con una intensidad muy débil

(Figura 4-9), que correspondería según la bibliografía a la isoforma RPBhiperfosforilada (187;188). En el teji­

do negativo músculo no se observó señal.

El próximo paso fue evaluar con este anticuerpo la expresión de RPBen los tumores. En la Figura 4-9

se muestra un resultado representativo de lo observado en los tres grupos estudiados (C4, 59 y C7). Para

facilitar la comparación de la posición de las bandas respecto de las isoformas RPAy RPB,se muestran los

resultados obtenidos con el anticuerpo Ab 7. En los tumores PI-R, el anticuerpo Ab 6 mostró un patrón simi­

lar al observado en útero normal. En los tumores Pl-NRse observaron ambas bandas (115 y 120 kDa) pero con

una intensidad mucho más fuerte, en particular la mayor diferencia se observó en la banda de 120 kDa. Los

tumores PDmostraron un patrón de expresión similar al de los tumores PI-R(no se muestra).
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Figura 4-9: Reactividad del anticuerpo Ab 6 en tejidos controles y tumores

r a “a ' J _ " ‘ 100 ug de proteínas totales se separaron en un SDS­

PAGE 7,5 % y se reveló con el anticuerpo Ab 6 o Ab 7. Los resultados son

representativos de lo observado en todos los tumores de cada tipo. Se muestran los

tumores C4-2-HI (PI-NR) y C4-HI (PI-R) que han sido separados en el mismo gel.
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Estos resultados sugerian la posibilidad de mutaciones en el gen del RP, donde los anticuerpos utili­

zados no detectaban a las isoformas del RP con igual afinidad en los tumores PDy PI-Rvs PI-NR.Para verifi­

car esta hipótesis se efectuaron los siguientes estudios:

a) En colaboración con el Dr. Benavides en MDAnderson Cancer Center se procedió a buscar

mutaciones en el gen de RP. Se utilizó la técnica de SSCP(single-stranded conformational

polimorphism, no se muestra). Nose encontraron mutaciones.

b) En colaboración con la Dra. Shyamala se probó en Western blot el anticuerpo Ab 6 en útero

de ratones PRKO.Sorpresivamente, la señal observada en el útero PRKOfue igual a la de

útero wt (Figura 4-10).

Con los resultados de SSCP,quedó descartada la hipótesis de reactividad diferencial debido a muta­

ciones en el gen de RP en los tumores Pl-NR.

En un principio estos resultados fueron desalentadores, pero habiamos encontrado un anticuerpo

monoclonal que revelaba un patrón diferente de expresión entre tumores PI-NRy PI-Ro tejido normal. De

hecho, simplemente con un Western blot revelado con el anticuerpo Ab 6 se puede predecir si los tumores

p. g "g ‘ 4 r "' ‘Hs de nuestro modelo responderán o no al tratamiento endocrino con antiproges­

tágenos. Decidimos evaluar en qué tejidos se expresan las proteínas reconocidas por el anticuerpo Ab 6. En

la Tabla 4-1 se resumen los resultados obtenidos en Western blot sobre tejidos provenientes de distintos

órganos. Para una mejor comparación del PMde las bandas y correlación con expresión de isoformas del RP

se incluyó el Ab 7 en el análisis. En todos los tejidos indicados con una única cruz, se observó un patrón de

bandas idéntico al obtenido con los anticuerpos en útero normal. Hígado y corazón están marcados con dos

cruces, indicando que en estos casos se observaron las dos bandas (115 y 120 kDa) con mayor intensidad, y

un patrón similar a lo observado en los tumores PI-NR.El anticuerpo Ab 6 resultó inmunoreactivo en bazo,

donde al igual que con el útero PRKOno se detecta RPAni RPgcon el Ab 7.

Para estudiar la regulación hormonal de las proteinas también se extrajeron tejidos de hembras tra­

tadas con MPA(dos días seguidos de proestro) y con pellet de E2(dos días seguidos de estro). Sobre las mis­

mas se evaluó la reactividad de los anticuerpos Ab 6 y Ab 7 por Western blot (no se muestra).
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Tabla 4-1: Reacfiviflad de Ab 6 y Ab 7
en tejidos de ratón.

Tejido Western blot

' Ab 6 Ab 7
Utero wt + +

Útero + ­
BEE0
1M'agina + +

Ovario + +

Mama + +

Colon + +

Hígado +
Corazón 4+ +

Bazo + ­

Pulmón - ­

Músculo - ­

Riñon - ­

Timo - ­
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Con el Ab 6 no se observó regulación por MPAni E2. En el caso de Ab 7, si se observó una clara regulación

positiva de RP por E2y negativa por MPA.

La especificidad del anticuerpo Ab 6 se estudió paralelamente por inmunohistoquímica (Figura 4-11,

columna izquierda). El anticuerpo Ab 6 marcó positivamente útero y mama de ratones wt y PRKO.La inten­

sidad y distribución de la marcación no se modificó con el tratamiento hormonal. Un resultado interesante

fue que el anticuerpo marcaba núcleos con fuerte intensidad en otros tejidos (Figura 4-11 a-d), donde por

Western blot se había observado o no reactividad con este anticuerpo. Por ejemplo, en colon (a y b) y ovario

(c), se detectaron las proteínas de 115 y 120 kDay también se marcó por inmunohistoquímica, mientras que

en pulmón (d) no se detectaron bandas por Western blot pero sí núcleos positivos. Una observación impor­

tante es que en estos tejidos la proteína reconocida por Ab6 tampoco es regulada tal como se muestra en la

Figura 4-11, donde los cortes de colon (b), ovario (c) y pulmón (d) fueron realizados en órganos de ratones

tratados con MPAy conservan una fuerte marcación. El anticuerpo Ab 7 dio señal positiva en útero y mama

tratados con E2, indicando una clara regulación positiva por esta hormona. No se detectó marca en tejidos

de ratones con MPA.La segunda sorpresa fue que Ab 7 también marcó mama de ratones PRKO.De acuerdo a

lo observado por Western blot con ambos anticuerpos los resultados con el Ab 6 eran esperados, pero no los

obtenidos con el Ab 7.

Estos resultados indican, por una parte, que en los tumores PI-NRse expresan altos niveles de una

proteína que también está presente en algunos tejidos normales. La falta de regulación por hormonas en

Western blot e inmunohistoquímica, sugiere que se tratan’a de una proteína de reactividad cruzada con el

anticuerpo anti-isoforma RPBhumana. Por otra parte utilizando al anticuerpo Ab 7 como control de especifi­

cidad en estos experimentos, hemos comprobado que a diferencia de lo informado en estudios sobre tejidos

y tumores humanos, Ab 7 no es un anticuerpo adecuado para evaluar expresión de RP en ratón por inmu­

nohistoquímica.
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Leyendas de las figuras 4-11 y 4-12:

Figura 4-11: Reactividad del anticuerpo Ab 6 en cortes de tejidos de ratón. Los ratones se

trataron durante dos días con pellets te E2 (5mg/ animal), o MPA(depósito de 20 rng sc). El grupo

control se inoculó con solución fisiológica (SF). Los tejidos se extrajeron y fijaron en formalina al

10 %en PBS. a: colon con solución fisiológica; b: colon con MPA; c: ovario con MPAy d: pulmón

con MPA.Contraste nuclear con verde de metilo, aumento 20X

Figura 4-12: Detección de RP por inmunohistoquímica. Todos los tumores muestran marcación

nuclear de variable intensidad en un número de células también variable, pero en general mayor

que el 50%.G y H corresponden a glándulas mamaria normales de un animal wt, con marcación

positiva nuclear, mientras que I y J, de un animal PRKO, no presentan inmunoreactividad.

Columna derecha Ab-1; Columna izquierda C-20. Contraste nuclear con verde de metilo,

aumento 20X.
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Il. EVALUACIÓN DE RP POR INMUNOHISTOQUÍMICA Y PROTECCIÓN A RNAsa:

Investigamos la localización celular del RPy los bajos niveles observados por Western blot en los tu­

mores PI-NR,determinando la expresión de la proteína por inmunohistoquímica en cortes de tumores fijados

en formalina. Teniendo en cuenta los resultados anteriores para evaluar expresión de RP utilizamos los anti­

cuerpos Ab 1 y PR C-20 que han sido previamente usados en tejidos murinos (189) (123). En la Figura 4-12 se

muestra la especificidad de estos anticuerpos en glándula maman‘a, donde se observó una señal positiva

nuclear en mama wt y no hubo marcación en mama PRKO.Idénticos resultados se obtuvieron sobre útero wt

y PRKO(no se muestra). En la Figura 4-12 se muestran resultados obtenidos en un tumor PD (32-HD, A y B),

uno PI-R (C4-Hl; C y D) y un tumor PI-NR (C7-HI; E y F) con el anticuerpo PR C-ZO (paneles de la izquierda) o

Ab 1 (paneles de la derecha); los mismos son representativos de lo observado en todos los tumores. Hubo

marcación positiva en los tres tipos de tumor y no se encontraron diferencias significativas en el patrón de

marcación entre ellos. El porcentaje de marcación no varió significativamente entre los tres tipos de tumo­

res y estuvo entre 40-60 96de núcleos positivos.

Los resultados obtenidos con inmunohistoquímica sugieren que no habría diferencias en la expresión

de RP entre los tumores PI-Ry PI-NR,mientras que por Western blot, se habían observado menores niveles

de RPen los últimos. Esto podn'a deberse a que:

1. Podría haber una población de RPtruncados que no se detectan por Western blot, que no hace bin­

ding pero se marcan en inmunohistoquímica.

2. Se expresa menos RP, pero por inmunohistoquímica el umbral para detectar positivos es más bajo y

diferencias muy por encima del umbral no son detectadas.

3. Modificación post-traduccional que disminuye la reactividad en Western blot, es decir que sólo es­

toy detectando la fracción no modificada y el resto no es reconocido por los anticuerpos.

La hipótesis 1 quedó descartada con los estudios de SSCP,pero igualmente realizamos Western blot en

los tumores p. g "a ' ’ r " ‘m respondedores y no respondedores abarcando un rango de PMen­

tre 200-10 kDa para detectar posibles receptores truncados y no observamos diferencias en el patrón de

expresión de los mismos (no se muestra).
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Para decidir si 2 y 3 eran posibilidades válidas, estudiamos los niveles de ARNdel RP. Realizamos en­

sayos de protección a RNasa utilizando una sonda que detecta simultáneamente las isoformas RPAyRPB(Fi­

gura 4-13). No se observaron diferencias en los niveles de ARNde los tumores Pl-R y PI-NR.

Los niveles similares de RNAde RP detectados en los tumores respondedores y no respondedores a la

terapia endocrina indican que la reactividad diferencial observada en Western blot se deben'a a alteraciones

en la proteína que disminuyen la afinidad de los anticuerpos en esta técnica.

m. EXPRESIÓN DE RE:

Dado que uno de los efectos del E1es inducir la expresión de RP a través de su unión al REdecidi­

mos investigar la posibilidad de que en los tumores PI-NRlos niveles bajos de expresión de RP se debieran a

diferencias en la expresión de RE. Se evaluó REa en todos los tumores. Los resultados indican que esta pro­

teína se expresa en todos los tumores y que la intensidad de la señal no correlaciona con el tipo de respues­

ta al tratamiento hormonal (Figura 4-14).
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Figura 4-13: Niveles de ARN totales en un tumor PI-R y otro PI-NR. Se sembraron

10 pg de ARN total en cada calle y las muestras se separaron en un urea-PAGE 5 %. Se

indica la posición del fi'agmento de sonda protegido correspondiente a todo el ARN con

secuencia homóloga al RP. El gel se secó en vacío y se expuso a una película

radiográfica.
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Figura 4-14: Expresión de RE en tumores progestágeno-dependientes e independientes. Se separaron

100 pg de proteínas totales en un SDS-PAGE 12 %. Se reveló con el anticuero policlonal MC-20. C: control

de especificidad del anticuerpo secundario anti-conejo. Tumores PD: C4-HD, CC4-HD, 59-HD, 32-HD, 53­

HD y 48-HD; PI-R: C4-HI, CC4-HI, 59-2-HI, C7-2-HI, 32-2-HI y 53-HI; PI-NR: C4-2-HI, 59-HI y C7-HI.



IV. RESUMEN:

L, '_I
Observamos que los tumores de crecimiento p. pero que responden al

tratamiento endocrino, tienen el mismo patrón de expresión de isoformas de RPque los tumores PD, excep­

to que en los primeros el MPAregula principalmente RPB.Por otra parte, los tumores Pl-NR, sobre los que no

se pudo realizar un análisis de Scatchard, pero que tienen sitios que unen al ligando determinados por ensa­

yos de punto único en condiciones de saturación, expresan una menor cantidad de RP por Western blot. Los

resultados obtenidos por inmunohistoquímica y protección a RNasaindicaron que no existen diferencias en la

expresión de RP entre tumores Pl-Ry PI-NR.No se encontraron evidencias para correlacionar estas diferen­

cias con el patrón o nivel de expresión de REa.

Los experimentos con el anticuerpo Ab 6 mostraron que según el patrón de expresión por Western

blot se podría predecir la respuesta de los tumores a hormonas. Sin embargo, la ubicuidad de la expresión

de esta proteína en otros tejidos de otros órganos, y la falta de regulación hormonal de la misma indica que

no se tratan'a de RPB.Dilucidar la identidad de la misma requerirá de futuros experimentos. Por último, el

anticuerpo Ab 7 utilizado en inmunohistoquímica sobre cortes en parafina de tejidos PRKOmostró una inmu­

noreactividad nuclear y específica, pero a diferencia de lo observado con el Ab 6, la intensidad de la marca­

ción se reguló hormonalmente. Estos resultados indican que no es apropiado para la determinación de RP

murino por inmunohistoquímica.

Todos estos resultados llevan a pensar que los tumores PI-NRexpresarían un RP alterado cuyas iso­

formas no son detectadas en Western blot debido a una modificación post-traduccional que afectaría la afi­

nidad de los anticuerpos. También podría haber pérdida de la estabilidad por interacción con otras proteí­

nas, o disminución de la tasa de traducción del ARN.
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CAPÍTULO 3

EVALUACIÓN DE LA FUNCIONALIDAD DEL RP EN TUMORES PROGESTÁGENO-INDEPENDIENTES N0

RESPONDEDORES

Anteriormente, nuestro grupo había demostrado utilizando oligonucleótidos antísentido que el

RP era necesario para la proliferación celular de cultivos primarios de un tumor PD (CC4-HD)y de uno

PI-R (59-2-Hl). En este trabajo investigamos si el RP también está involucrado en el crecimiento de los

tumores PI-NR.

Se utilizaron oligonucleótidos de secuencias antísentido al gen de RP (asRP). Hasta el momento,

se han descrito tres posibles mecanismos de acción: a) En general las secuencias antísentido son

complementarias a la región 5’ del gen, por lo que al formarse el híbrido doble cadena (ADN-ARN)el

complejo ribosomal no puede ensamblarse y se inhibe la traducción; b) Forman una doble cadena con el

ARNque codifica a la proteína en cuestión y el híbn'do ADN(asRP)-ARN(RP) es degradado por RNAsasy

c) Forman estructuras ternarias (por ejemplo triple hélices) con el ADNimpidiendo la expresión del gen.

Ninguna de las técnicas ensayadas que utilizan estos mecanismos parece ser efectiva para eliminar

completamente los niveles de ARN en una célula, pero lo que debe quedar claro es que

independientemente del mecanismo el resultado final será una disminución de los niveles de la

proteína. En nuestro caso, la efectividad del asRP de bloquear la síntesis del receptor se evaluó

midiendo la concentración de RP por la técnica de unión del radioligando (’H)-R5020en célula entera a

punto único de saturación. Como en los tumores PI-NRla intensidad de las bandas por Western blot es

muy tenue, no fue posible evaluar diferencias debido al tratamiento con el asRP. El efecto del asRP

sobre el crecimiento los tumores PI-NRse evaluó in vitro en ensayos de proliferación por incorporación

de (’H)-timidina y por recuento celular.

Se evaluó el efecto de dos oligonucleótidos con secuencias complementarias a distintas regiones

del RP. Uno de ellos inhibe la expresión de ambas isoformas (asRPAB) (184), y el otro tiene una

secuencia diseñada para inhibir la síntesis del RPB(asRPB). El efecto de ambos oligonucleótidos sobre la
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proliferación celular se evaluó primero en la línea celular de mama normal de ratón NMuMgque no

expresa RP (Figura 5-1A). Ninguno de los oligonucleótidos inhibió la proliferación celular en las

concentraciones usadas (Figura 5-1B y C). Tampoco se observaron diferencias cuando se evaluó la

secuencia control schPAB (Figura 1D). Estos resultados indican que en estas concentraciones los asRP

no ejercen efectos inhibitorios inespecíficos mediados por otras vías independientes del RP.

índicedeproliferación

C 1.5 2.5 5

asRPB ug I ml

1.5 1.5
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g 1.0- 1.o­
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8
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U
ls

0.04 0.0­
c 1.5 2.5 5 c 1.5 2.5 5
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Figura 5-1: Efecto de oligonucleótidos antisentido del RP (asRP) sobre la incorporación de

(sm-timidina en la línea celular NMuMg. A. La línea celular utilizada no expresa RPAní RPB .

B. asRPB, experimento representativo de cuatro; C. asRPAB, representativo de dos y D. schPAB,

es un único experimento. Los puntos representan la medía i DS. El índice de proliferación se

calculó como cpm en cada punto/cpm en cl control no tratado (C: 2.5 % SFBch).
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Para controlar que los asRP eran funcionales, se realizó primero la evaluación de sus efectos en un

tumor PI-R(CC4-Hl),donde ambos oligonucleótidos inhibieron significativamente la proliferación celular

a partir de 1.5 pg/ml (p<0.05), mientras que el control con el schPAB no tuvo efecto (Figura 5-2A). El

efecto inhibitorio de asRPABcoincidió con un bloqueo completo de la capacidad del RP para unir el

ligando (Fig 5-ZB). El número de RP/105 células fue de 83 fmoles en el grupo control y no pudo

determinarse en el tratado con asRPABya que como se observa en el gráfico, no hay diferencias entre

los grupos incubados con (’H)-R5020y (’H)-R5020 + R5020 (100 veces más concentrado). El tratamiento

con el oligonucleótido control schPAB provocó una ligera disminución de la unión del ligando de 5 %(79

fmoles/1O5 células). Por otro lado, el tratamiento con el asRPBinhibió la unión de la hormona en un 7%.

La falta de bloqueo de sitios receptores no correlaciona con la inhibición de la proliferación observada

con este oligonucleótido. Probablemente, las concentraciones de asRPB usadas no hayan sido

suficientes para ver una disminución de la hormona unida debido a que también está presente la

isoforma RPA.

El tratamiento de los cultivos primarios de tumores PI-NR (59-HI, C7-HI y C4-2-HI) con los

oligonucleótidos antisentido inhibió la proliferación celular medida como incorporación de (’H)—timidina

(Figura 5-3 A-C). El oligonucleótido control schPAB no ejerció ningún efecto (Figura 5-3A). Para

corroborar los resultados obtenidos se realizó el recuento de células luego de seis días de tratamiento

con el asRPAB. En los tres casos, el oligonucleótido antisentido provocó una disminución significativa

del número de células (Figura 5-3 D-F).

En los tumores C4-2-HI y 59-HI, la inhibición de la proliferación celular correlacionó con una

disminución del número de RP (Figura 5-4 A-C). En el tumor C4-2-HI la concentración de RP fue de 7

fmoles/105 células en el grupo control y 4 fmoles/105 células en el tratado con asRPAB(40 %inhibición);

la secuencia control schPAB no modificó el número de receptores (7 fmoles/105 células, 9 % de

inhibición) (Figura 5-4A). En otro experimento, sobre el mismo tumor, el asRPB inhibió la unión del

ligando un 24 % (25 fmoles/105 células en el grupo tratado y 33 frnoles en el grupo control) (Figura 5­

4B). En el tumor 59-HI el tratamiento con asRPABinhibió completamente la unión de la hormona y con
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el asRPB la disminución fue del 50 %. La concentración de RP/105 células fue 153 fmoles en el control,

no detectable en el grupo tratado con asRPABy 77 fmoles en el tratado con asRPB.
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Figura 5-2: Efecto de asRP en cultivos primarios de un tumor PI-R. A. Se evaluó el efecto de los

oligonucleótidos asRPAB (O); asRPB (O) y el control schPAB por incorporación de (3H)-timidina. El índice

de proliferación se calculó como cpm experimental/cpm en el control no tratado (2.5 % SFBch). B y C.

Medición de RP en célula entera. (A), todos en una concentración de 5 ug/ml. Las células se incubaron durante

3 hs a 37° C con (3H)-R5020 30 nM con o sin 3 uM de R5020 no radioactivo. Se lavó rigurosamente, las células

se levantaron con tripsina y se midió la radioactívidad incorporada. Se grafica la medía de cpm unidas i DS. Se

calculó la diferencia entre cpm unidas en el grupo incubado sólo con (3H)-R5020 y el grupo con (3H)-R5020 +

100 veces exceso de R5020. La diferencia es la unión específica y en base a ese valor se calculó el número de

receptores. *: p<0.01; **: p<0.05, ***: p<0.001. C es el control sin tratamiento incubado con 2.5 % SFBch. B.

Control = 83 fmoles/ 105células; asRPAB = no detectable; scr RPAB = 79 fmoles/ 105células. C. Control = 14

fmoles/ 105células; asRPB = 13 fmoles/ 105células.
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Figura 5-3: Efecto de asRP sobre la incorporación de (3H)-timidina y el crecimiento celular de cultivos

primarios de tumores PI-NR. A-C. Incorporación de (3H)-timidina, asRPAB (O); asRPB (O) y el control

schPAB (A). Se grafica media i DS. El índice de proliferación se calculó como cpm experimental/cpm en el

control no tratado (2.5 % SFBch). Se muestran resultados representativos de dos para 59-HI, cuatro para C7-HI y

cuatro para C4-2-HI. D-F. La proliferación celular se evaluó por recuento de células para concentraciones

elegidas. Las células se incubaron durante seis días con los oligonucleótidos. Se grafica la media de octuplicados

i ES. C: control 2.5 % SFBch. *: p<0.01; **: p<0.05; ***: p<0.001.
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Figura 5-4: Efecto de asRP sobre el número de RP evaluados por técnica de unión del ligando a

punto único de saturación en cultivos primarios de un tumor PI-NR. La diferencia entre cpm medias

:t DS de los grupos incubados en presencia o ausencia de hormona no radioactiva indica la unión

específica. A. Tumor C4-2-HI tratado con asRPAB o el control schPAB. B C4-2-HI con asRPB. C.

Tumor 59-HI tratado con asRPAB o asRPB. La concentración de RP se indica como fmoles /105 células y

fue: para el tumor C4-2-HI (A): C = 7, asRPAB = 4 (40 % inhibición) y schPAB = 7; (B): C = 33 y

asRPB = 25 (24 % inhibición); para 59-HI C =153, asRPAB = no detectable y asRPB =76 (50 %

inhibición). C: control 2.5 % SFBch. *: p<0.01**: p<0.05. ***: p<0.001. ‘



II. RESUMEN

Los resultados obtenidos, si bien son preliminares y deben ser analizados con cautela son

¿I ' .I .I' A.
-- rprometedores e involucrarían al RP en el crecimiento tumoral p. de tumores

que no regresionan con antiprogestágenos.
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En este trabajo de Tesis caracterizamos patrones de respuesta a los progestágenos, las hormonas

tróficas, y a los antiprogestágenos, hormonas inhibitorias, en carcinomas mamarios murinos ductales

inducidos por acetato de medroxiprogesterona (MPA),y correlacionamos estos patrones de comportamiento

con la expresión de RPy su funcionalidad.

En el laboratorio ya se había establecido que los tumores PDpodían adquirir la capacidad de crecer en

L1 . J J.
a a rforma autónoma, lo que denominamos crecimiento p. Habíamos demostrado que

los RPestaban involucrados en el crecimiento tumoral ya que los mismos regresionaban con tratamiento con

antiprogestágenos in vivo, e in vitro el tratamiento con asRP inhibía la proliferación celular. Lostumores PI-R

serían los más representativos del cáncer de mama humano; crecen sin el aporte exógeno de hormonas pero

pueden todavía responder a una terapia endocrina.

En este trabajo de Tesis evaluamos la respuesta a antiprogestágenos de variantes progestágeno­

independientes. De los nueve tumores evaluados, seis respondieron al tratamiento y se denominaron Pl-R

mientras que los tres restantes no respondieron y se clasificaron como PI-NR.

Esta respuesta diferencial de los tumores nos llevó a investigar posibles diferencias a nivel de los RP

que pudieran explicar la resistencia hormonal. Cuando estudiamos la respuesta a hormonas in vitro en

cultivos primarios, los tumores PI-R conservaron la sensibilidad a MPA, aunque mostraron una respuesta

proliferativa mucho menor que los PD, y se inhibieron tanto con E2 como con antiprogestágenos.

Curiosamente, esta respuesta inhibitoria no parece ser tan drástica como los efectos observados in vivo, lo

que sugiere la participación de mecanismos sistémicos o una interacción con el estroma tumoral. Losefectos

inhibitorios de la proliferación in vivo como in vitro de antiprogestágenos en cáncer de mama han sido

documentados en otros modelos experimentales (190). In vitro, los tumores PI-NRno respondieron al MPAy

fueron insensibles a los antiprogestágenos y al EL Curiosamente, los tumores PI-NR también son menos

sensibles a los efectos inhibitorios de los estrógenos in vivo.

La respuesta hormonal in vitro de los tumores PD ya había sido estudiada en trabajos previos del

laboratorio donde se demostró que los progestágenos tienen un efecto proliferativo muy fuerte y que el Ezy

los antiprogestágenos inhiben la proliferación celular (40;45). De todas maneras evaluamos en un tumor PD

un rango muy amplio de concentraciones de MPA,y observamos una curva estimulatoria bifásica, con dos

picos, uno a concentraciones muy bajas, del orden fMy otro en el rango nM.
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La falta de respuesta hormonal de los tumores PI-NRtanto in vivo como in vitro, nos sugirió que en

estos podria existir una selección de células sin receptores hormonales o con defectos en los mismos que no

pudieran reconocer el ligando. Se abordaron estudios de unión del radiolígando a punto único de saturación y

se determinó la cantidad de receptores nucleares y citosólicos en tumores creciendo en animales en distintos

estadios del ciclo estral, y en animales tratados con MPA.

Tanto en los tumores PD como en los PI-R se encontró alta expresión de RP, detectándose mayor

cantidad en la fracción citosólica mientras que en los PI-NRel ligando se unió en el 48 % de las muestras

estudiadas y en estos casos, su distribución fue principalmente nuclear. En los tres tipos de tumores hubo

mayor expresión de RPen las muestras obtenidas de ratones en estro, lo que sugiere su regulación hormonal.

El MPAreguló negativamente a los RP en todos los tumores excepto en los PI-NR.Estos datos sugieren que en

los tumores PI-NRlos RP pueden ser regulados por E2pero no por progestágenos.

La localización principalmente nuclear del RP en los tumores PI-NRindicaría una unión fuerte al ADN,

sugiriendo una activación constitutiva. Este tipo de regulación de los niveles de receptor (unión del ligando)

en los compartimentos celulares se describió para el RE, donde su activación por mecanismos alternativos,

como por ejemplo PKC,podria afectar negativamente la unión de Ezen el citosol (116). Hasta el momento,

no se han demostrado mecanismos similares para el RP, pero dado que puede ser fosforilado por PKC(191),

las modificaciones en esta vía podn’an ser una explicación para que en estos tumores haya una mayor unión

del ligando en la fracción nuclear.

Para investigar si la insensibilidad a antiprogestágenos se debía a una falta de capacidad de los RPde

unirse a las hormonas antagonistas, se decidió analizarlos exhaustivamente con estudios de Scatchard y por

ensayos de competencia. No se pudieron realizar curvas de saturación en los extractos de los tumores PI-NR.

Estos resultados podrian indicar que el ligando se une a otro receptor en forma inespecífica y con menor

afinidad o que existen interferencias con otras proteínas; también podrían tratarse de modificaciones

intrínsecas del RP que interfieran con la unión al ligando. En un estudio realizado en 37 tumores mamarios

humanos se informó que 8 tumores que no unían E1sí lo hacían en presencia de ATP, demostrando que la

fosforilación in vitro de los mismos cambiaba su estado de inactivo a activo (192).

La falta de resultados positivos en los tumores Pl-NRnos llevó a repetir controles con los tumores Pl-R,

aunque estos estudios se habían realizado en años anteriores (51). Curiosamente en las condiciones
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ensayadas la unión del radioligando al RP en curvas de saturación y competencia revelaron dos sitios de

unión tanto en los tumores PDcomo en los PI-R:el sitio de alta afinidad y baja capacidad (Kd: 43 i 9 pM)que

no se había reportado previamente, y el sitio clásico de menor afinidad y alta capacidad (51). Los dos sitios

también se encontraron en útero normal.

El sitio de mayor afinidad fue muy difícil de ver por la relativamente baja sensibilidad del ensayo.

Hasta el momento desconocemos la naturaleza y localización subcelular de este sitio que une progestágenos

con alta afinidad. No hemos encontrado en la literatura referencias a sitios de unión de Pg con Kd en el

mismo orden. Si tenemos en cuenta la curva bifásica de estimulación de la proliferación celular que indujo el

MPAen células, y los Kd observados de estos 2 sitios, se podría pensar que el MPA ejerce su efecto

proliferativo mediante dos mecanismos que podrían estar mediados por estos dos sitios, uno de ellos

correspondería al clásico receptor nuclear. Con estrógenos, se han descrito efectos proliferativos no

genómicos con muy bajas concentraciones. Estos se efectuarían a través de la activación de MAPKy se

postula que el 5 %del REtotal correspondería a un REde membrana (114) (193). Nuestros resultados podrían

indicar la existencia de mecanismos similares para el RP.

Distintos trabajos han descrito efectos no genómicos de la Pg en concentraciones altas (10 nM-100pM),

a través de sitios distintos al receptor nuclear clásico. Existen dos líneas de pensamiento en relación a la

naturaleza de estos sitios, algunos investigadores postulan que se tratan’a del mismo RP nuclear o de una

isoforma similar y recientemente se ha clonado el RPde membrana (mRP)de ovocitos de Xenopus laevis (98)

(99), el cual conserva actividad transcripcional y alta homología con el RP humano (93 %en el DBDy 80 %en

el LBD)(98). Por otro lado, algunos investigadores afirman que se trataría de proteínas distintas al RP

conocido, y en mamíferos existen numerosas evidencias que apoyan a esta hipótesis. Por ejemplo, en

membranas de cerebro de ratón se describieron cuatro proteínas entre 29-64 kDa (94). En hepatocitos de

rata se describieron dos sitios de unión en membranas con Kd 9.5 y 50.7 nM (95). En microsomas de hígado

porcino se comunicó la existencia de dos sitos de 11 y 286 nM(194), correspondientes a polipéptidos de 28 y

56 kDa que en condiciones no desnaturalizantes forman parte de complejos en membrana de 200 kDa (96).

Pero en este caso la secuencia de estas proteínas no conserva una identidad significativa con el RPnuclear ni

con otra proteína de función conocida (195).
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Con respecto a los efectos proliferativos que observamos a concentraciones tan bajas de hormona, no

tenemos conocimiento hasta el momento de trabajos que demuestren resultados similares. Sin embargo, se

han reportado distintos efectos fisiológicos en concentraciones bajas para testosterona (196) y aldosterona

(197). En células de la granulosa, Pg (93;198), E2(199;200) y andrógenos (201) en concentraciones de 0.1 nM,

provocan un rápido aumento de los niveles de Ca“ intracelular con la consecuente activación de protein

quinasas y cascada de transducción de señales. Estos efectos estan'an mediados por una proteína G (202).

Para caracterizar la expresión de las isoformas del RPse estudiaron por Western blot los tres tipos de

tumores. Este trabajo es el primero en el que se estudia la expresión diferencial de isoformas del RP en

tumores de mama de ratón. En tumores de mama humanos, dos estudios sobre la distribución de isoformas

del RP (133;134) sugieren que un exceso de RPAse asocia con un comportamiento más agresivo. Ambas

isoformas se expresan en los carcinomas mamarios de nuestro modelo experimental, tanto PD como PI-R,

siendo la isoforma PRApredominante. Hemos observado además la presencia de una banda de 78 kDa en un

alto porcentaje de las muestras procesadas (40 % de las PD y 66 % de las PI). El hecho de que la hayamos

observado con los tres anticuerpos utilizados y de que esté negativamente regulada por MPA,sugiere que se

trata de una proteína relacionada con el RP. La misma no ha sido descrita anteriormente en tejidos de ratón.

En un estudio sobre 202 tumores de mama humanos que expresaban RP se encontró una proteína

similar, de 78 kDa en el 25.7 %de las muestras de evaluadas, sugiriéndose que correspondería a una forma

truncada de RPA(133). Yeates et al (135) descartaron la posibilidad de que fuera un producto de clivaje

proteolítico y demostraron por photoaffinity labeling que es capaz de unir al agonista R5020. Estudios de

ARNmdemostraron que su peso molecular es compatible con variantes donde se ha salteado la inclusión del

exón 4 (A4), 6 (A6) o 5-6 (AS-6), que también son detectadas en el cáncer de mama (136). Sin embargo, no

se ha observado una correlación entre la expresión de estos ARNmtruncados y la proteina de 78 kDa (135).

En un trabajo recientemente publicado (203), en el cual se estudia la expresión de RP en tumores

mamarios de perro, se puede observar la presencia de una banda similar en los Western blot. Curiosamente,

los autores no hacen mención alguna de esta banda en el texto. El hecho de que no haya sido descripta en

tejidos normales y aparezca en cánceres de mama sugiere que podn'a utilizarse como marcador tumoral. En

el caso de nuestro modelo experimental, su alta expresión parece estar relacionada con la capacidad de

116



responder favorablemente al tratamiento hormonal. Si bien en este trabajo de Tesis no hemos encarado el

estudio de la identidad de la misma, pensamos que podría tratarse de una proteína de naturaleza similar a la

descripta en tumores humanos; también y teniendo en cuenta que los RP tienen una fosforilación basal

importante podría tratarse simplemente de una isoforma RPA hipofosforilada. Las tres bandas

correspondientes a RPB, RPAy la banda de 78 kDa están negativamente reguladas por MPA; siendo la

regulación de la isoforma RPBmás notable en los tumores PI-R.

Los tumores Pl-NRmostraron menor nivel de expresión de todas las isoformas y una expresión muy

tenue o nula de la isoforma RPB,con una proporción RPA/RPBmayor a cinco. A diferencia de los tumores

respondedores, en estos tumores las isoformas no están reguladas por MPA. Estos resultados son

concordantes con los observados anteriormente por unión del radioligando al receptor.

Con los resultados obtenidos por Western blot se podría predecir la capacidad de los tumores

p. g "g ' J r 4' ‘ de responder o no a antiprogestágenos. Los mismos fueron validados utilizando

distintos anticuerpos. En especial se recurrió al anticuerpo no comercial cedido por la Dra. G Shyamala (Ab

1). Los resultados obtenidos en estos experimentos sugieren que los anticuerpos de Neomarkers (Ab7 y Ab 5)

son también apropiados para su uso en Western blot.

En la glándula mamaria normal y en el útero de ratón la relación RPA/RPBes 3/1 (67), mientras que

en la glándula mamaria humana Sartoríus et al informaron que ambas isoformas se encuentran en

concentraciones equimolares (127). En los tumores respondedores de nuestro modelo, la relación RPA/RPBes

similar a la observada en el útero y glándula maman'a normal del ratón, donde el 25 %estuvo por encima de

1.3 y 75 % fue mayor que 2.5. En los tumores Pl-R con MPA, en el 25 % de las muestras evaluadas, la

proporción RPA/RPBestuvo por encima de dos y en el 75 %la relación alcanzó valores mayores a siete.

Las isoformas RPAy RPBfueron reguladas negativamente por MPA, lo cual está de acuerdo con la

bibliografía en la cual se informa que los niveles de ambas isoformas disminuyen hasta aproximadamente 95

% a las 24 hs luego del tratamiento (188;125); la banda de 78 kDa también se reguló negativamente por

progestágenos. En los tumores PD la proporción RPA/RPBno van'ó, indicando que el MPA regula en igual

medida la expresión de ambas isoformas. El aumento de la proporción RPA/RPBen los tumores PI-Rse debió a

una disminución de los niveles de RPa e indicaría que esta isoforma podría ser más importante en la

regulación del crecimiento independiente de progestágenos. De hecho, se ha comunicado recientemente en
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experimentos realizados en células T-47D, que existe una conversación cruzada entre las vias de REy RP,

donde RPBseria la isoforma involucrada en la proliferación celular inducida por Ez (116). De existir un

mecanismo similar en los tumores Pl-R, esto podn’a explicar una regulación diferencial de las dos isoformas.

El estudio del papel de las distintas isoformas de RP ha sido un tema de interés, y se ha sugerido que

RPAtiene un papel dominante negativo sobre la isoforma RPB(78;125). En la glándula mamaria normal tanto

de roedores corno de humanos, la Pg promueve la proliferación del compartimiento epitelial (127) y una

alteración en el balance de la expresión o funcionalidad de cualquiera de las dos isoformas podría tener

consecuencias importantes en el desarrollo de la misma (73). Se ha demostrado recientemente que ratones

transgénicos que sobreexpresan RPAdesarrollan hiperplasias ductales. Estudios de DNAmicroarray (137) han

revelado que ambas isoformas regulan genes diferentes, donde los regulados por RPAson genes asociados a

proliferación y diferenciación celular. Todos estos datos sugieren que un desbalance en la proporción de

isoformas podn'a favorecer la carcinogénesis mamaria (182).

Estudiamos la expresión de RP mediante otro abordaje, y para eso utilizamos el anticuerpo anti-RPB

humano (Ab 6) que también ha sido utilizado por la Dra. Shyamala en ratón (181), pero del cual el catálogo

de la compañía refiere no haber sido probado en este animal. Los resultados fueron muy sorprendentes, ya

que los tres tumores PI-NRmostraron una inmunoreactividad muy fuerte, con un duplete compatible con el

PMde la isoforma RPBy su variante fosforilada. Tanto en los tejidos controles como en los tumores PDy Pl-R,

la marca es menor, en particular en la banda de mayor PM.Estos resultados nos llevaron a postular la posible

existencia de RP mutados en el dominio C-terminal, explicando así la pobre reactividad de algunos

anticuerpos (Ab 1, Ab 7 y Ab 5) y la altísima reactividad del anticuerpo dirigido a esa región. Los estudios de

SSCPrealizados sobre ocho tumores (cuatro PI-Ry cuatro PI-NR)no revelaron la existencia de mutaciones en

el gen del RP, por lo que concluimos que la desigual inmunoreactividad se deben’a a diferencias en los

determinantes antigénicos pero por modificaciones post-traduccionales sobre el RP.

Para confirmar la especificidad del anticuerpo Ab 6, se evaluó su reactividad en útero de ratón PRKO,

detectándose las dos bandas, con un patrón similar al útero wt, aunque con menor intensidad que en los

tumores. Se hizo un estudio con diversos tejidos controles por Western blot y se observó que estas dos

bandas estaban altamente expresadas en corazón y en hígado, ninguna de ellas estuvo regulada ni por
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tratamiento con Ez, ni por MPA. Por lo tanto, concluimos que se trata de proteinas probablemente

relacionadas con RP pero que este anticuerpo no reconoce la isoforma RPBen tejidos de ratón_ El hecho de

que estén altamente expresadas en los tumores resistentes a la terapia hormonal y no en los otros tumores

sugiere su posible uso como marcador de falta de respuesta hormonal en nuestro modelo.

La sensibilidad alterada a hormonas evaluada por unión del ligando y la pobre detección en Western

blot de los tumores PI-NR nos llevaron a estudiar diferencias en los niveles de expresión de RP por

inmunohistoquímica. En este caso se incluyó el anticuerpo PR C-20 que ha sido usado en esta técnica para

detectar RP en tejidos de ratón (123). En todos los tumores estudiados, independientemente de su

categorización, se observó marcación nuclear específica en una proporción variable, pero en general mayor

al 50 %, de las células neoplásicas. La diferencia entre resultados con Western blot e inmunohistoquímica es

difícil de interpretar, teniendo en cuenta que se usaron varios anticuerpos diferentes. Podn’a ser que el

umbral para detectar un positivo por inmunohistoquímica sea muy bajo y que la marcación se sature con

bajo número de receptores. La posibilidad de que existan formas truncadas de menor peso molecular fue

descartada, ya que por Western blot se estudiaron posibles bandas inmunoreactivas de hasta 10 kDa. Es

posible por otra parte que modificaciones inducidas por la fijación en formalina y la inclusión en parafina

alteraran la estructura o combinación de epitopes, incrementando la exposición de determinantes

antigénicos específicos, con el consecuente aumento de su inmunoreactividad. La reactividad diferente de

los anticuerpos en las dos técnicas también podría explicarse por cambios en los epitopes, producto de

modificaciones post-traduccionales. Se han comunicado diversas modificaciones post-traduccionales en los

receptores nucleares, tales como fosforilaciones (62), ubiquitínaciones (87;103), glícosilaciones (103) y

sumoilizaciones (204). Estas modificaciones son covalentes y podn’an estar involucradas en la reactividad

diferencial de los anticuerpos, y por Western blot sólo se vería la fracción no modificada.

Se han comunicado estudios inmunohistoquímicos sobre tejidos de ratón con el anticuerpo de la Dra

Shyamala y el PR C-20 (123;189), pero no hemos encontrado trabajos con los anticuerpos de Neomarkers.

Estos sí se han utilizado en tejidos humanos donde aparentemente, el Ab 7 sólo reconocería la isoforma RPA.

Los autores sostienen que junto con el Ab 6, que reconoce sólo la RPB,se dispondn'a de herramientas

interesantes para estudiar la expresión y regulación de isoformas en tumores humanos (187). A pesar de que

la presencia de marcación positiva con el Ab 7 en glándula mamaria de ratón PRKOinvalidan’a su utilidad, su
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expresión por inmunohistoquímica fue regulada por hormonas en distintos tejidos. Esto sugiere que habría

que asegurar la falta de epítopes relacionados con RPen el tejido PRKOantes de descalificar al anticuerpo.

Con el Ab 6 se obtuvieron resultados no compatibles con lo esperado si detectara a la isoforma RPB.

Se observó marcación nuclear específica epitelial con igual intensidad en todos los tumores estudiados y en

los controles positivos. También se observó marca en el útero y en la glándula mamaria del ratón PRKOy en

distintos tejidos controles. Su patrón de expresión no coincidió con el observado para Ab 7, ni con lo

reportado en la bibliografía referido a la regulación hormonal (187).

Se decidió evaluar la expresión de ARNde RP en un tumor representativo PI-R y en uno PI-NR, en

colaboración con la Dra. Shyamala. Teníamos evidencias por los resultados de SSCP(que se llevaron a cabo

generando un cADNa partir de ARNcon una baten'a de primers superpuestos) de que en los tumores PI-NRel

gen de RP se transcribía, pero no sabíamos si en niveles comparables a los de los tumores PI-R. Los

resultados obtenidos a partir del ensayo de protección a RNasaindicarían que no hay una disminución en la

expresión del gen. Estos resultados favorecen’an la hipótesis de que la reactividad diferencial de los

anticuerpos sería el producto de modificaciones post-traduccionales sobre la proteína. Teniendo en cuenta

los resultados obtenidos por inmunohistoquímica, donde no se veían cambios importantes a nivel de

expresión de RP, sugerimos que habría modificaciones post-traduccionales que alterarían la unión del

ligando al receptor y la inmunodetección por Western blot.

Se decidió evaluar la funcionalidad de los RPen los tumores PI-NR.En trabajos anteriores se demostró

que el bFGF estimula el crecimiento de células PD, activando al RP de forma ligando independiente. Con

antiprogestágenos y con oligonucleótidos antisentido del RP se inhibió la proliferación celular inducida por

este factor de crecimiento (45), sugin‘éndose por pn'mera vez una conversación cruzada entre factores de

crecimiento y este receptor. Se había demostrado que la activación de RP por ligando aumentaba la

sensibilidad a factores de crecimiento (205). Posteriormente otros trabajos (206) confirmaron nuestra

hipótesis usando heregulina en lugar de bFGF.

Todos estos datos sugerían que un RPque podría estar activado por alguna otra vía no relacionada con

su ligando natural, podría ser el responsable del crecimiento progestágeno-independiente en nuestro

modelo. El hecho que los tumores PI-R también regresionen completamente por tratamiento con
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antiprogestágenos y que los asRP inhiban la proliferación celular in vitro, sugiere que el RP es una proteína

regulatoria clave en el crecimiento tumoral.

Estos resultados nos índujeron a explorar el efecto de los asRP en la proliferación de los tumores Pl­

NR. Podría suceder que los mecanismos que llevan a la falta de respuesta estuvieran relacionados con la

activación de vías de señalización actuando por debajo del RP, en cuyo caso el bloqueo del RPno ínfluiría en

la proliferación, o por el contrario, que estos RP siguieran jugando un papel esencial debido a que

alteraciones intrínsecas del receptor inducin'an su activación.

El tratamiento con asRP produjo una significativa disminución de la proliferación celular, evaluada

tanto por incorporación de 3H-timidina como por recuento celular en los tres tumores PI-NR.Esta inhibición

estuvo asociada a una inhibición significativa de la unión del ligando ín vivo sobre la célula entera, avalando

el uso de los asRP en este sistema. Dado que, en este contexto, la técnica de Western blot no era adecuada

para evaluar RP, se prefirió estudiar el efecto de los asRP sobre la funcionalidad del RP por unión del

radioligando al receptor a punto único de saturación. La disminución significativa en la unión del ligando

también avala el hecho que hayamos denominado como "receptores" a estas proteínas que unen el ligando

pero que en las cuales no se pudo investigar su Kd.

La secuencia de asRP elegida está dirigida a bloquear ambas isoformas, ya que involucra el sitio de

iniciación de traducción de RPA,y habia sido utilizado con éxito en estudios in vivo realizados por otros

investigadores (184). Nosotros diseñamos la secuencia del asRPB, dirigido exclusivamente a bloquear la

isoforma RPB.Si bien los resultados en cuanto a la disminución de la proliferación fueron similares con ambos

asRP, aún no hemos demostrado que carezca de efecto sobre la expresión de RPA.El hecho que el asRPBsea

menos efectivo en bloquear la unión del ligando sugiere que esta isoforma sen'a indispensable para mediar la

proliferación celular. En este momento se están realizando experimentos en el laboratorio para confirmar la

especificidad del bloqueo.

La técnica de antisentido se basa en que olígonucleótidos que atravesan’an las membranas celular y

nuclear, inhibirían principalmente la traducción de la secuencia blanco. También podrían actuar formando

una triple hélice afectando así la expresión del gen. Como control de que el efecto observado es específico,

ya que debido a la carga negativa es común que estas secuencias se peguen a otras proteínas y en especial a

las de la matriz extracelular, se usan las secuencias sentido o secuencias de nucleótidos reordenados al azar
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(scrambled). En nuestro trabajo decidimos usar como control de especificidad, además del oligonucleótido

control schPAB, una línea celular de glándula mamaria normal de ratón, que no expresa RP (NMuMg).Se

eligieron las concentraciones que no producen inhibición de crecimiento en la células control y que están

dentro del orden utilizado por otros autores para oligonucleótidos antisentido no modificados (207;208). El

tratamiento inhibió la proliferación celular en forma específica sugiriendo que estos RP tienen un papel

activo en el crecimiento hormono-independiente.

La inhibición de la unión del ligando en los cultivos tratados con las secuencias antisentido fue de

100-25 %. Estas observaciones concuerdan con lo informado por otros autores. En células MCF-7se observó

que secuencias antisentido del gen de REinhibieron la unión de Ezen un 30-40 % (209)). En células H-59 de

carcinoma murino, aún transfectando un vector con el cADNen orientación antisentido, lo cual implicaría

mayor eficiencia, la inhibición superó el 75 %(210). El tratamiento con el oligonucleótido control no produjo

disminución significativa en el número de sitios receptores.

Los resultados descriptos en este trabajo son importantes piezas adicionales que contribuyen a

clarificar algunos aspectos de nuestro modelo experimental. En la Figura 6-1 se hipotetizan posibles

mecanismos regulatorios en las distintas situaciones exploradas. En el crecimiento progestágeno­

dependiente, los progestágenos, MPAo Pg, son necesarios para estimular el crecimiento, ya sea por su

efecto estimulaton'o clásico, como ligandos del RP, o porque poseen acciones permisivas o agonistas de otros

mecanismos estimulaton’os, como factores de crecimiento. En la transición a la hormono-independencia, el

RPpodría ser activado por otros mecanismos, no relacionados con el ligando. Estos tumores regresionan con

tratamiento con antiprogestágenos (PI-R).Finalmente, existen tumores que no responden al tratamiento (PI­

NR) pero cuyo crecimiento se inhibe al bloquear el RP. Esta situación es compatible con la hipótesis que

postula la existencia de receptores alterados, activados en forma permanente. Losaltos niveles de factores

de crecimiento tales como IGFlI (211) y Heregulina (HER)(212), bajos niveles de factores inhibitorios como

TGFB1(213), altos niveles de expresión de receptores de factores de crecimiento (R-IGFI) (211) encontrados

en tumores PD creciendo con MPA,o en tumores p. a "a ' J r 4' ‘ , sen'an caracten'sticos del

estado proliferativo mediado por RP y constituirían en sí mismos la causa de la adquisición de hormono­

independencia.



Resumiendo, en este trabajo de tesis se estudió la expresión del RP en carcinomas mamarios de

distinta respuesta hormonal. Los estudios de unión del radioligando al receptor nos llevaron a descubrir un

sitio de alta afinidad y baja capacidad, que no se había descrito anteriormente y que también se encuentra

en útero. Estos resultados nos llevarán a abrir una nueva línea de trabajo para poder investigar de qué

proteina se trata, si tiene identidad con el RP nuclear, cuál es su localización subcelular y si se encuentra

relacionado con posibles efectos no genómicos de la Pg en células mamarias.

Demostramos por primera vez en carcinomas mamarios murinos la expresión de las isoformas clásicas

del RP, presentes en el tejido normal, y encontramos una nueva banda inmunoreactiva de menor peso

molecular, que había sido previamente descrita en tumores mamarios humanos y caninos. Desconocemos si

se trata de una forma truncada y/o si tiene alguna función biológica. El uso del anticuerpo Ab 6, que se usa

en tejidos humanos para detectar RPB, también abrió nuevos interrogantes. En nuestro modelo, la/s

proteína/s reconocidas por este anticuerpo no parecen ser RPB,y hasta el momento ignoramos su identidad.

Los estudios con técnicas inmunohistoquímicas, junto con los estudios a nivel de ARN e

indirectamente los de asRP, nos llevan a pensar que los tumores PI-NRsiguen expresando RP y que habría

alteraciones no genómicas relacionadas con su actividad. El uso de técnicas asRP in vivo confirmará

definitivamente la participación de estos RP en el crecimiento tumoral.Desde el punto de vista clínico,

nuestros estudios han aportado datos que, de ser extrapolables, podrían ser muy útiles. Hemos demostrado

que por estudios de Western blot, junto con los de unión del radioligando al receptor y con

inmunohistoquímica se podn'a predecir la respuesta a la terapia y que aquellos tumores resistentes a la

terapia endocrina aún podrian regularse modulando la expresión de sus receptores hormonales.
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CONCLUSIÓN GENERAL

Los carcinomas mamarios murinos con distinta respuesta a antiprogestágenos muestran una ex­

presión diferente de RP al evaluarlos por técnicas de unión del ligando y de Western Blot, no asi por

inmunohistoquimica o estudios de ARN.Esto sugiriere cambios intrínsecos en el receptor que alteran su

funcionalidad. Aún así estos RP estarian involucrados en la proliferación celular. Nuestros resultados

sugieren que el diseño de terapias tendientes a bloquear la vía del RP en tumores resistentes al trata­

miento endocrino sería un abordaje apropiado para inhibir su crecimiento.

CONCLUSIONES PARCIALES

Pudimos caracterizar la respuesta in vivo e in vitro a antiprogestágenos de los tumores progestágeno­

independientes y en base a la misma clasificarlos en respondedores (PI-R)y no respondedores (Pl-NR).

El comportamiento de los carcinomas de mama sugiere que la adquisición de un fenotipo hormono­

independiente y la capacidad de responder a una terapia hormonal son eventos independientes.

En todos los tumores respondedores a antiprogestágenos la expresión de isoformas del RP es similar. Sin

embargo, la regulación negativa por progestágenos se ejerce preferencialmente sobre la isoforma RPBen los

tumores PI-R,y esto podria estar relacionado con sus caracteristicas biológicas.

Los tumores PD y Pl-R expresan las isoformas RPAy RPBy con una proporción comparable a la de los teji­

dos murinos normales. La banda de 78kDa, presente en un alto porcentaje de muestras de estos tumores,

pero ausente en el tejido normal sugiere su posible aplicación como marcador tumoral.

En los carcinomas mamarios no respondedores, estudiados por Western blot con el anticuerpo monoclo­

nal Ab 6, se detectaron dos bandas con fuerte intensidad. La identidad de las mismas es aún desconocida,

pero dado que también se expresan en útero PRKOno se trataría de RPBy su variante fosforilada, aunque

poseen inmunoreactividad cruzada con la misma. Su alta expresión en tumores PI-NR,pero no en PI-Rtam­

bién sugiere su uso como marcador en la predicción de la respuesta hormonal.
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El sitio de unión de alta afinidad del RP, 100 veces mayor que la del RP nuclear clásico y las respuestas

proliferativas a progestágenos en concentraciones comparables a este Kd, podrían estar asociados a la

existencia de vías estímulaton’as no genómicas para los progestágenos en células mamarias, tal como ya ha

sido descrito para el RE.

El estudio de los patrones de expresión de receptores por Western Blot y unión del ligando, pero no por

inmunohistoquímica o protección a RNasa, permite en nuestro modelo experimental, predecir la respuesta

de un tumor a la terapia endocrina. Nuestros resultados sugieren que la validez de la expresión de RPcomo

factor pronóstico en la clínica, debe estar basada en el uso de técnicas complementarias.

En todos los tumores resistentes a antiprogestágenos, el bloqueo del RP por asRP inhibe la proliferación

celular in vitro. Esto sugiere que los RP podrian estar activados en forma ligando-independiente y que la

falta de respuesta a hormonas podn'a estar dada por modificaciones intrínsecas a la molécula que interfieran

en la unión al ligando (agonista/antagonista).

Los estudios a nivel de ARNdemostraron que, la pobre detección RP por Western blot sen'a el producto

de alteraciones a nivel post-transcripcional (corte y procesamiento alternativo) o post-traduccional. Los re­

sultados obtenidos por inmunohistoquímica indican que una alteración post-traduccional sen'a la causa más

probable.

Lic. Luisa Alejandra Helguero Dr. Alfredo A. Molinolo

Director de Tesis
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