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Resumen

La glandula mamaria se desarrolla por un proceso de ramificacion. Muchos factores han sido
implicados en la regulacion de este proceso morfogenético. Previamente, en nuestro
laboratorio se desarrollaron ratones transgénicos que sobreexpresan la metaloproteasa
estromelisina-1 (Str-1) y se demostr6 que la misma tiene un efecto morfogenético. Sin
embargo resta dilucidar si este efecto es especifico de las metaloproteasas de matriz (MMPs)
y cual es la relacion entre la actividad proteolitica, los factores de crecimiento polipeptidicos
y agentes morfogenéticos. El objetivo de la primera parte de esta Tesis fue contestar esta
pregunta. Utilizamos pa-a ello un sistema de cultivo tridimensional de organoides primarios
de glandula mamaria de raton y la linea celular epitelial d¢ mama SCp2. Nuestros resultados
indican que la morfogénesis de organoides primarios cultivados en geles de colageno tipo I
en presencia de factores de crecimiento polipeptidicos requiere de actividad MMP para que
la misma se lleve a cabo. Por otra parte, la Str-1 recombinante fue capaz de estimular el
proceso morfogenético en ausencia de factores de crecimiento. La plasmina también logro
estimular el desarrollo de ramificaciones por parte de los organoides; sin embargo este
proceso también fue MMP dependiente. Para discernir entre sefiales morfogenéticas y de
proliferacion utilizamos una linea celular que carece de epimorfina y establecimos que las
MMP, como la epimorfina, son necesarias para la morfogénesis pero no para la proliferacion
celular. Por otra parte la epimorfina, a diferencia de los factores de crecimiento
polipeptidicos, estimuld la produccion de MMPs sin afectar el numero celular. Habiendo

encontrado que la epimorfina es un regulador local de la actividad proteolitica, en la segunda



etapa de esta Tesis quisimos investigar cual era el papel de las hormonas sistémicas
estrogenos y progesterona en la protedlisis. La observacion de que ratones transgénicos para
la isoforma A del receptor de progesterona (ratones PR-A) presentan un fenotipo hiperplasico
muy similar al observado en los transgénicos para Str-1 sugeria que podria haber una
regulacion a este nivel. Utilizamos para esta segunda parte del trabajo ratones PR-A, ratones
knock-out para el receptor de progesterona (PR) y controles. Analisis de componentes de la
membrana basal como la laminina-5 y el colageno IV revelaron que la misma era discontinua
en areas de morfologia anormal en las glandulas mamarias de los ratones transgénicos.
También se detectaron pérdidas en la marcacion para colageno III. Esto se asocidé con un
aumento de células positivas para PCNA, un indicador de la proliferacion celular. Por otra
parte la ovariectomia demostr6 que el fenotipo es reversible y por lo tanto dependiente de la
accion hormonal. Analisis de actividad proteolitica en tejidos de animales transgénicos y
knock-out demostraron que habria una correlacion entre los niveles de gelatinasa A y el PR
solo en el caso de los ratones knock-out. Tratamientos hormonales, por otra parte,
permitieron establecer que las vias del PR y el ER estarian involucradan en la activacion de
la gelatinasa A. Por altimo encontramos en experimentos preliminares una correlacion entre
los niveles de MT1-MMP y los de PR, lo cual sugeriria que en la glandula mamaria del ratén,
como se ha demostrado en otros sistemas, esta metaloproteasa de membrana estaria asociada
a la activacion de la gelatinasa A. Nuestros resultados demuestran un papel critico para las
metaloproteasas en la morfogénesis de la glandula mamaria y establecen que no sélo factores
locales como la epimorfina son capaces de regular la actividad proteolitica de la glandula
mamaria; las hormonas sistémicas estrogeno y progesterona juegan un rol protagoénico

también.



Abstract

The mammary gland develops through a process called branching morphogenesis. Many
factors have been implicated in the regulation of this morphogenetic process. Previously, we
developed transgenic mice that overexpress the matrix metalloproteinase (MMP)
stromelysin-1 (Str-1), and showed that it has a morphogenetic effect on the mammary gland.
However, it still remains to be determined whether this effect is specific to MMPs, and what
is the relationship between proteolytic activity, polypeptide growth factors and
morphogenetic agents. The aim of the first part of this Thesis was to answer this question. To
do so we used a three-dimensional culture system of primary mouse mammary organoids and
the SCp2 mammary epithelial cell line. Our results indicate that branching morphogenesis of
primary organoids in collagen I gels in the presence of polypeptide growth factors requires
MMP activity. On the other hand recombinant stromelysin-1 was able to induce
morphogenesis in the absence of growth factors. Plasmin also stimulated branching
morphogenesis of primary organoids; this effect was also MMP dependent. To differentiate
between signals for morphogenesis and proliferation, we used a mouse mammary epithelial
cell line that lacks epimorphin and established that, like epimorphin, MMPs are required for
morphogenesis but not proliferation. Moreover, epimorphin, in contrast to growth factors,
increased the levels of MMPs without affecting cell number. Having found that epimorphin
is a local regulator of proteolytic activity in the mammary gland, in the second part of this
Thesis we looked into the role of the systemic hormones estrogen and progesterone. The fact

that transgenic mice for the A isoform of the progesterone receptor (PR-A mice) have a



phenotype that is very similar to that found in Str-1 transgenic mice suggested that this could
be the case. Therefore, for this second set of experiments we used PR-A transgenic mice,
knock-out mice for progesterone receptor (PR) and wild type mice. Analysis of components
of the basement membrane such as laminin-5 and collagen IV revealed that it was
discontinuous in areas where there was abnormal morphology in the mammary glands of
transgenic mice. We also found alterations in the staining pattemn of collagen III. This was
associated with an increase in the number of cells positive for PCNA, an indicator of cell
proliferation. On the other hand ovariectomy revealed that the phenotype was reversible and
therefore dependent on signaling through PR. Analysis of proteolytic activity in tissues of
transgenic and knock-our mice revealed that there was a correlation between the levels of PR
and gelatinase A only in the mammary glands of knock-out mice. Hormonal treatments
established that signaling through ER and PR is involved in the activation of gelatinase A.
Finally we found in preliminary studies a correlation between the levels of PR and MT1-
MMP, suggesting that in the mouse mammary gland, like in other systems, this membrane
bound MMP would be involved in the activation of gelatinase A. Our results show a critical
role for MMPs in mammary gland branching morphogenesis and establish that not only local
factors such as epimorphin can regulate proteolytic activity in the mammary gland; estrogens

and progesterone play a crucial role as well.



PR: receptor de progesterona

ER: receptor de estrogenos

MMP: metaloproteasa de matriz

Str-1: estromelisina-1

uPA: activador del plasminégeno tipo uroquinasa
TIMP: inhibidor tisular de metaloproteasa

EGF: factor de crecimiento epidérmico

bFGF: factor de crecimiento fibroblastico

KGF: factor de crecimiento de queratinocitos
HGF: factor de crecimiento de hepatocitos
TGF-: factor transformante tipo-beta

Ovx: ovariectomizado

PRKO: knock-out para receptor de progesterona

Raton PR-A: transgénico para la isoforma A del receptor de progesterona



Introduccion

La morfogénesis por ramificacion
La glandula mamaria
El desarrollo de la glandula mamaria del raton
La glandula mamaria neonata
La glandula juvenil
Factores involucrados en la morfogénesis de la glandula mamaria del raton
Factores sistémicos: estrogenos y progesterona
Factores locales:
Los factores de crecimiento polipeptidicos
La epimorfina
La interaccion con el medio ambiente
El rol de la matriz extracelular
Las integrinas
Las metaloproteasas y los componentes de la matriz extracelular
MMPs: la superfamilia de las metzicinas.
Estructura y funcion de las MMPs
Regulacion de la actividad MMP
Regulacion a nivel transcripcional
Regulacion a nivel post-transcripcional
Regulacion de la secrecion

Activacion de MMPs latentes

13

14

14

15

15

16

19

19

26

26

29

30

30

33

34

36

37

40

41

43

44

44



Inhibidores endogenos de las MMPs

Localizacion pericelular de la actividad proteolitica

Los sustratos de las MMPs

La remodelacion de la matriz extracelular y la regulacion del

comportamiento celular

Las metaloproteasas y el desarrollo de la glandula mamaria

Modelos experimentales
Objetivos
Hipétesis

Materiales y Métodos

Preparacion de organoides primarios de glandula mamaria de raton

Preparacion de camulos de células SCp2
Cultivos tridimensionales

Proteasas e inhibidores

Analisis de la morfogénesis

Zimografia

Immunofluorescencia

Adquisicion y procesado de la imagen
Proliferacion celular y deteccion de células apoptoticas
Preparacion de epimorfina recombinante
RT-PCR

Ratones trangénicos y knock-out

Preparacion de montajes totales de glandula mamaria

10

46

49

49

50

53

56

59

59

61

62

62

63

64

65

66

67

70

70

71

71

72

74



Tratamientos hormonales 75

Zimogramas de tejidos 75
Resultados 76
Parte 1 77

Las metaloproteasas estan involucradas en la morfogénesis de

organoides primarios de glandula mamaria de raton. 77
La estromelisina-1 induce la morfogénesis de organoides

primarios. 89
La plasmina es un regulador positivo de la morfogénesis. 91
La epimorfina regula la morfogénesis mamaria en forma

metaloproteasa dependiente. 93

Las metaloproteasas son requeridas para la proliferacion o la

morfogénesis? 95
Introduccion parte I1 100
Parte 11 100

Pérdida de la membrana basal en ratones transgénicos PR-A esta

acompaiiada por un incremento de la proliferacion celular. 101
Analisis de la actividad proteolitica en las glandulas mamarias

de ratones transgénicos PR-A y PR knock-out. 109
Activacion de gelatinasa A en glandulas mamarias de ratones

tratados con estrogeno y progesterona. 113
Analisis de MT1-MMP en la glandula mamaria del ratén y su

relacion a PR. 113

11



Discusion 119
Conclusiones 138

Bibliografia 141



Introduccion



Introduccion

La morfogénesis por ramificacion.

La morfogénesis por ramificacion es un proceso comun en el desarrollo de muchos
organos, incluyendo el pulmon, el rifién y las glandulas salivares y mamarias. Es un proceso
complejo que involucra muchos factores y sus respectivos receptores. La estructura clasica
de ramificacion consiste en un conducto primario que luego se divide en ramificaciones de
mayor orden (secundario, terciario, etc); estas estructuras son componentes estructurales de
muchos 6rganos y permiten obtener una mayor superficie que favorece un funcionamiento
optimo (Gumbiner, 1992). Los trabajos de investigacion en esta area se han concentrado en el
desarrollo del pulmén (Hogan, 1999), el rifion (Horster et al., 1999), la glandula salivar
(Munaut et al., 1999; Fukuda et al., 1988) y la glandula mamaria (Daniel et al., 1989). Esta
ultima es Unica entre todos estos organos porque la mayor parte del proceso de ramificacion
se lleva a cabo luego del nacimiento, con lo cual las posibilidades de manipulacion por parte

del investigador son mucho mayores.

La glandula mamaria.

La glandula mamaria ha evolucionado para suministrar alimento a la progenie recién
nacida. Estos nutrientes estan ensamblados en un fluido rico en proteinas y grasas al cual

denominamos leche. El disefio anatomico y morfolégico de la glandula mamaria asi como la
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regulacion de su desarrollo y funcionalidad estan condicionados en ultima instancia por su
papel fundamental en la supervivencia de la progenie. El desarrollo y la funcionalidad de la
glandula mamaria han atraido la curiosidad de cientificos por mas de un siglo. A partir de la
primera descripcion anatomica de la mama (Cooper, 1845), la misma ha sido estudiada por
fisidlogos para entender la sintesis de la leche y su secrecion, por expertos en miscroscopia
electronica para entender su estructura, por bidlogos especializados en desarrollo como
ejemplo del desarrollo post natal de un 6rgano epitelial, por endocrindlogos como modelo de
accion hormonal, por especialistas en cancer para entender las causas que llevan a la
transformacion neoplasica, y por clinicos con el fin de tratar y curar a pacientes con cancer

de mama.

El desarrollo de la glindula mamaria del ratén.

La glandula mamaria neonata.

En el raton hembra recién nacido, el parénquima mamario consiste de cordones
epiteliales conectados al pezon por un conducto primario. Los conductillos en esta etapa
consisten de dos o tres capas de células epiteliales en la zona mas gruesa, cerca del pezon y
conteniendo varias luces pequefias que gradualmente se fusionan para formar un conducto
totalmente canalizado (Sekhri et al, 1967). Los conductos terminan en pequefios brotes

terminales conteniendo numerosas figuras mitéticas.
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Durante las primeras tres semanas de vida, los conductos mamarios se elongan y
ramifican lentamente. Con la eliminacién de las hormonas maternas el brote terminal se

reduce en tamafio o desaparece, con lo cual el crecimiento se reduce.

La glandula juvenil.

La Figura 1 muestra esquematicamente los estadios de desarrollo de la glandula
mamaria del ratéon. A partir de la semana tres o cuatro de vida, los brotes terminales
reaparecen en los extremos de los conductos y el crecimiento se incrementa tanto en
velocidad como en grado de ramificacion (Nandi, 1958). En la pubertad en forma secuencial
al incremento de los niveles séricos de estrogenos y progesterona, los brotes terminales dan
lugar a la elongaciéon ductal en la glandula mamaria produciendo células ductales y
mioepiteliales diferenciadas (Figura 2) (Fendrick et al., 1998). Los brotes terminales regulan
el crecimiento lineal, la formacion de ramificaciones y la direccion del crecimiento. Por otra
parte, a partir de los conductos primarios surgen las ramificaciones laterales. Estos conductos
laterales permiten que se llene el tejido adiposo en todas sus areas. Los conductos detienen su
crecimiento cuando llegan al limite del tejido adiposo; esto ocurre alrededor de las 10
semanas de vida en los ratones; el tiempo exacto depende de cada cepa (Fata et al., 1999).
Tras las 10 semanas, el raton hembra ya es adulto y su glandula mamaria esta bajo la
influencia del ciclo estral, que induce una leve diferenciaciéon y regresion alveolar con cada
ciclo estral (Ferguson et al., 1992; Andres y Strange, 1999; Fata et al., 2001). La prefiez trae
consigo los mayores cambios morfolégicos en la glandula mamaria del ratéon adulto. El

numero de ramificaciones laterales incrementa, seguido de la diferenciacion l6bulo-alveolar
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Virgen,
4 semanas.

ER

Virgen,
10 semanas.

PR

Lactancia.

Figura 1: Estadios de desarrollo de la glandula mamaria del raton.

A) Montajes totales representativos de los distintos estadios de desarrollo post-natal de la
glandula mamaria del raton. B) Representacion esquematica de los estadios de desarrollo.
La fase de elongacion ductal esta regulada por la via del receptor de estrogenos (ER) y la
ramificacion lateral y diferenciacion l6bulo-alveolar por la del receptor de progesterona

(PR) como se explica mas adelante en el texto.




Figura 2: Montaje total y corte histologico de glandula mamaria de un ratén hembra

virgen.
(A) Montaje total de glandula mamaria de un raton hembra de cuatro semanas de edad,

mostrando los brotes terminales invadiendo el estroma. (B) Corte de glandula mamaria

mostrando una estructura ductal simple.




en preparacion para la lactancia. Este proceso esta regulado por la via del PR (Shyamala,
1999). Finalizada la lactancia, la involucion se caracteriza por una apoptosis masiva de las
células epiteliales y una extensa remodelacion tisular que tiene como resultado una glandula
mamaria que morfolégicamente es similar a la encontrada en los animales nuliparos (Werb et

al., 1996).

Factores involucrados en la morfogénesis de la glindula mamaria del ratén.

La morfogénesis es un proceso controlado en forma precisa por varios factores tanto
sistémicos como locales, que regulan el comportamiento celular. Ya hemos mencionado
brevemente el rol de los estrogenos y la progesterona; junto con los factores locales,
controlan eventos como el balance entre la proliferacion y la muerte celular, la adhesion de
las células a la matriz extracelular, la regulacion de la composicion de los componentes de la
matriz extracelular, las interacciones célula-célula, la migracion, la capacidad de invadir y la
diferenciacion (Gumbiner, 1992). Todos estos procesos son el producto de una coordinada
interaccion entre el epitelio y el mesénquima de la glandula mamaria. A continuacién
analizaremos las caracteristicas de estas interacciones y los factores que a nuestro juicio

influyen sobre el desarrollo de la glandula mamaria.

Factores sistémicos:

Estrégenos y progesterona.
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Los niveles de estrogenos y progesterona regulan la proliferacion y diferenciacion de
la glandula mamaria. Sin embargo, para entender los mecanismos involucrados en esta
regulacion es indispensable entender en qué compartimiento celular, estroma o parénquima,
se expresan. De esta manera se podra analizar luego en que medida afectan estas hormonas
sistémicas a los factores que regulan localmente el desarrollo y la diferenciacion de la

glandula mamaria.

En la glandula mamaria del raton, el receptor de estrogenos (ER) existe en dos tipos
moleculares, ERa y ERP (Saji et al., 2000). Estudios analizando el fenotipo de la glandula
mamaria de los ratones knock-out para ERp indican hasta el momento que la falta de este
receptor no afectaria el desarrollo y funcionalidad de la glandula mamaria (Shyamala et al.,
2002). En embriones de 14-16 dias la expresion del ERa se detecta en el mesénquima
mamario, rodeando el rudimento epitelial, tanto por técnicas bioquimicas de unién al ligando
(Narbaitz et al., 1980), como por técnicas de inmunohistoquimica (Shyamala et al., 2002). En
la glandula mamaria de ratones hembra de 1 dia de vida, el ERa esta presente tanto en las
c;':lulas epiteliales como en el estroma fibroblastico periférico. El mismo patron de expresion
se encuentra en ratones de 7 dias, pero la intensidad de la marca se incrementa en este
periodo. En el raton adulto con alrededor de 10 semanas de vida ERa se detecta
mayoritariamente en las células epiteliales luminales, y no hay marca en las células
mioepiteliales. En general no se ve expresion en el estroma fibroblastico alrededor de los
conductos distales; sin embargo si se detecta en el estroma denso en la zona del pezén y

alrededor de los conductos primarios. El ERa también se detecta con un patron heterogéneo

en el estroma adiposo (Shyamala et al., 2002). Con el comienzo de la prefiez, los niveles de
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ERa disminuyen junto con la proporcion de células positivas para ERa. En la prefiez
avanzada solo el 3-5% de las células epiteliales resultan positivas. A diferencia de lo que
ocurre durante la prefiez, con la lactancia se detecta un incremento en los niveles de ERa.
(Shyamala y Guiot, 1992). El mismo patrén de expresion de ERa durante la prefiez y la

lactancia ha sido descripto para la rata (Saji et al., 2000).

La sintesis del receptor de progesterona (PR) en la glandula mamaria, como en
muchos otros 6rganos, es regulada por el 17-B-estradiol. Por lo tanto, la expresion de PR
sirve como marcador tanto de la accion estrogénica como progestacional. Sin embargo hay
notables diferencias entre los patrones de expresion de ambos receptores. PR se detecta en
aproximadamente el 8% de las células epiteliales del primordio epitelial en embriones de 18-
19 dias, pero no en el mesénquima subyacente (Shyamala et al., 2002). En ratones de 1 dia, a
pesar de ser detectado, hay una disminucién significativa en el porcentaje de células
epiteliales positivas (2%). A los 7 dias se incrementa tanto el nimero de células positivas
como la intensidad de la marca medida por inmunohistoquimica. Un incremento mayor se da
entre los 7 dias y la pubertad, momento en el cual se detectan alrededor de un 55% de células
epiteliales positivas (Shyamala et al., 1997, Shyamala et al.,, 2002). Este incremento en el
namero de células positivas esta acompafiado por un incremento en la cantidad de receptor
por célula. En el raton hembra adulto tanto el PR como su mRNA solo se detectan en el
compartimiento epitelial luminal (Silberstein et al., 1996, Shyamala et al., 2002). No se ha
detectado marca en las células mioepiteliales, ni en el estroma fibroblastico ni en el adiposo
(Shyamala et al., 2002). Con la prefiez y la aparicion de las estructuras 16bulo alveolares hay

una disminucion en los niveles de PR tanto en lo que respecta al nimero de células positivas,
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como con respecto a la intensidad de la marca (Shyamala et al, 2002). En glandulas
mamarias de hembras en prefiez avanzada sélo entre un 3-5% del total de las células
epiteliales expresa PR. Este resultado sugiere una relacion inversa entre el grado de
diferenciacion y los niveles de expresion de PR. Con la involucion, el nimero de células
positivas se incrementa nuevamente a aproximadamente un 20%. Cabe destacar que el total
de células positivas para PR en las hembras multiparas es de aproximadamente 20%; este
numero es menor al 40% que se detecta en hembras virgenes de la misma edad (Shyamala et

al., 2002).

El analisis de los fenotipos en animales knock-out para PR (PRKO) y ER (ERKO)
permitieron discernir los roles de ER y PR en la morfogénesis de la glandula mamaria. La
elongacion ductal esta severamente comprometida en los ratones ERKO, y en los PRKO
tratados con anti-estrogenos (Bocchinfuso y Korach, 1997). Esto permiti6 establecer que la
presencia de ER es fundamental para la morfogénesis ductal. Los ratones PRKO, por otra
parte, se caracterizan por una falta total de crecimiento y diferenciaciéon l6bulo alveolar
(Lydon et al., 1995), incluso en condiciones de administracion de estrogenos y progesterona,
que en animales genéticamente intactos inducen diferenciacion l6bulo alveolar (Figura 3).
Por lo tanto, la diferencia mas importante a tener en cuenta entre la sefializacién via ER y PR
es que soOlo la proliferacion inducida via progesterona-PR esta acoplada al desarrollo de

estructuras l6bulo alveolares y diferenciacion celular.

Hasta ahora hemos considerado al PR como unico, sin embargo se trata de un gen que

codifica para dos isoformas del receptor; la forma A (PR-A) y la forma B (PR-B). Estudios in



No

tratados

Ovx,
E+P

Control PRKO

Figura 3: Fenotipo de la glandula mamaria de ratones PRKO.

Los paneles muestran el fenotipo de ratones control y PRKO. En el caso de los animales
no tratados las glandulas mamarias de los knock-out muestran una disminucioén en el
grado de ramificaciones laterales. Sin embargo no se ve afectada la elongacion ductal. Al
ovariectomizar y tratar con estrogeno + progesterona (E+P) en los ratones controles hay
un incremento importante en el numero de ramificaciones laterales y diferenciacion

lobulo alveolar. Esto no se ve en las glandulas de los ratones PRKO tratados con E+P.




vitro han demostrado que las dos isoformas pueden tener funciones diferentes en la misma
célula y que la actividad de cada isoforma del receptor puede varar entre distintos tipos
celulares (Vegeto et al., 1993). Mas aln, dependiendo del tipo celular, la isoforma A puede
tanto inhibir o estimular la actividad de la isoforma B (Vegeto et al., 1993). En base a estas
observaciones se cree que una apropiada respuesta a progesterona depende tanto de la
expresion como de la actividad de las dos isoformas de PR (Wen et al., 1994). Esto ha sido
comprobado tras la generacion de ratones transgénicos para cada isoforma del PR. Los
ratones que sobre expresan la isoforma A del receptor, denominados transgénicos PR-A,
tienen una pérdida del balance de isoforma A:B (normalmente es de 3:1), con una
sobreexpresion de la forma A (Shyamala et al., 1998). Estos ratones se caracterizan por tener
un aumento en el nimero de ramificaciones laterales y algunos conductos de excesivo grosor
(Figura 4). Este aumento en el nimero de ramificaciones laterales es comparable al
observado en las glandulas mamarias de hembras salvajes prefiadas. Estas ramificaciones
laterales en muchos casos terminan en estructuras “bulbosas”. El analisis histologico de las
hembras transgénicas PR-A revel0 que muchos conductos tienen varias capas de células
epiteliales, en lugar de una capa de células luminales. Por otra parte el analisis de la
membrana basal demostrd que la misma no es continua, lo cual indicaria una pérdida de
integridad. Mas atin, la E-cadherina también mostr6 un patron irregular de expresion, lo cual
no es observado en los controles genéticamente no modificados (Shyamala et al., 1998).
Estos resultados sugeririan que una apropiada sefializacion via PR es necesaria para mantener

la integridad de la membrana basal y la adhesion celular.
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Figura 4: Fenotipo de la glandula mamaria de ratones transgénicos PR-A.

Montaje total y corte histolégico de una glandula mamaria de un raton virgen control (A
y C) y de un ratén virgen transgénico ( B y D) de la misma edad (aproximadamente 10
semanas). Es llamativo el incremento de ramificaciones laterales que se observa en la
glandula del raton transgénico en comparacion con su control, tanto por montaje total

como por métodos histol6gicos.




Por otra parte los ratones que sobreexpresan la isoforma B del PR (transgénicos PR-
B) tienen un fenotipo muy diferente al observado en los transgénicos PR-A (Shyamala et al.,
2000). Se caracterizan por una capacidad limitada de crecimiento ductal, sin estar afectada la

capacidad de diferenciacion 16bulo alveolar.

Estos resultados, junto con los obtenidos con los transgénicos PR-A sugeririan que la
via del PR estaria involucrada en la determinacion del destino celular. Esto tendria

importantes implicancias en la morfogénesis de la glandula mamaria.

Factores locales:

Los factores de crecimiento polipeptidicos.

Las interacciones epitelio-mesénquima son criticas para el desarrollo ductal y la
morfogénesis. Varios factores de crecimiento polipeptidicos juegan un papel como
mediadores autdcrinos y paracrinos del proceso de desarrollo de la glandula mamaria y otros
organos. Entre ellos un excelente ejemplo de un factor estromal que actua en sinergismo con
la progesterona es el factor de crecimiento de queratinocitos (KGF o FGF-7). El KGF es
secretado por las células estromales pero tiene un efecto sobre la proliferacion de las células
epiteliales (Finch et al., 1989). La sintesis de KGF esta regulada durante los distintos estadios
de desarrollo de la glandula mamaria (Coleman-Krnacik y Rosen, 1994); sin embargo, la
progesterona no regula la sintesis del KGF, sino la de su receptor, que sdlo se expresa en el

compartimiento epitelial (Pedchenko y Imagawa, 2000). Las glandulas mamarias de animales
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transgénicos para KGF se caracterizan por presentar un fenotipo hiperplasico sugiriendo
nuevamente un papel en la morfogénesis (Kitsberg y Leder, 1996). El factor de crecimiento
de fibroblastos basico (bFGF o FGF-2) es capaz de actuar a través del mismo receptor que
KGF. Este factor de crecimiento se ha detectado en el estroma de la glandula mamaria del
raton y su sintesis esta regulada durante el desarrollo de la misma (Coleman-Krnacik y
Rosen, 1994). Ratones knock-out para el receptor de FGF de tipo 2 (FGFR2) revelaron una
incapacidad de diferenciacion lobulo-alveolar (Jackson et al., 1997), lo cual implicaria a esta

via de sefializacion como fundamental en esta etapa del desarrollo de la glandula mamaria.

Asi como los FGFs, el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) también es
sintetizado por el estroma de la glandula mamaria del raton (Yang et al., 1995) y su receptor
se encuentra en las células epiteliales; sin embrago no se ha observado una regulacion
hormonal (Yang et al., 1995). En cultivos tridimensionales el HGF estimula la formacion de
ramificaciones en células epiteliales de distintos origenes (Montesano et al, 1991),
incluyendo las de glandula mamaria (Niranjan et al., 1995; Yant et al., 1998). Experimentos
utilizando oligonucleodtidos antisentido del HGF bloquean la morfogéﬂésis en un sistema de
cultivo de organo entero (Yang et al., 1995). Ratones transgénicos para HGF tienen un
fenotipo hiperplasico caracterizado por un aumento en la morfogénesis ductal y en el

numero de brotes terminales (Yant et al., 1998).
El factor de crecimiento epidérmico (EGF) también ha sido implicado en el desarrollo

de la glandula mamaria (Coleman et al.,, 1988). Su receptor se expresa en el estroma y

parénquima durante el desarrollo ductal; s6lo en el parénquima de la glandula diferenciada
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(Schroeder y Lee, 1998). La eliminacion genética del receptor para EGF permitié concluir
que esta via de sefializacion es requerida para que el proceso de morfogénesis ocurra in vivo
(Sebastian et al., 1998; Wiesen et al., 1999); sin embargo, cabe destacar que experimentos de
recombinacion de tejidos permitieron concluir que solo la fraccion de receptor que se

encuentra en el estroma es necesaria para el desarrollo ductal (Wiesen et al., 1999).

Finalmente, el factor de crecimiento transformante-B (TGF-B), ha sido implicado
tanto en la estimulacion (Soriano et al.,, 1996) como en la inhibicion (Silberstein y Daniel,
1987; Daniel et al., 1989) de la morfogénesis. Los receptores para TGF-B (tipo I y II) se
encuentran tanto en las células epiteliales como en las estromales (Pollard, 2001). Por otra
parte, existen tres isoformas de TGF-f (1, 2 y 3) que son sintetizadas tanto por el epitelio
como por el estroma de la glandula mamaria durante todos los estadios del desarrollo
(Robinson et al., 1991); sin embargo la respuesta a los mismos esta finamente regulada
durante el desarrollo de la glandula mamaria (Pollard, 2001). La generacion de animales
transgénicos para TGF-B1 confirman un papel para este factor de crecimiento en la

inhibicion del desarrollo ductal y la diferenciacion alveolar (Pierce, Jr. et al., 1993; Jhappan

et al., 1993).

Todos estos factores de crecimiento en alguna medida estimulan o inhiben la
formacion de ramificaciones de células epiteliales de distinto origen. Sin embargo, también
estan implicados en la estimulacion o inhibicion de la proliferacion celular. Cabe
preguntarse si el efecto es solamente sobre la proliferacion, o si se esta induciendo el proceso

morfogenético en si. La diferencia entre los dos radica en que si solo se estuviese
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estimulando la proliferacion celular, entonces estos factores afectarian el nimero celular,
pero no tendrian un rol en los mecanismos que determinan la formacién de una estructura
tubular. En nuestro laboratorio hemos caracterizado un factor estromal-mioepitelial
denominado epimorfina (o sintaxina-2) que a diferencia de los factores de crecimiento
polipeptidicos mencionados, no estimula la proliferacion celular, pero si regula la

morfogénesis (Hirai et al., 1998).

La epimorfina.

La epimorfina fue originalmente caracterizada como una proteina estromal de
superficie con un rol en la morfogénesis epitelial en el embrion (Hirai et al., 1992); un estudio
posterior demostr6 que el mismo gen codifica para una proteina de la familia de la sintaxina
(Bennett et al., 1992). La capacidad morfogenética de la epimorfina ha sido implicada en
varios procesos, como es el desarrollo de vasos (Oka y Hirai, 1996), del parénquima del
higado (Hirose et al., 1996; Watanabe et al., 1998), y el desarrollo embrionario de los
pulmones (Koshida y Hirai, 1997). En la-glandula mamaria la epimorfina esta presente en la
superficie de los fibroblastos y de las células mioepiteliales (Hirai et al., 1998), y por lo tanto
es un excelente candidato en la regulacién de la morfogénesis de la glandula mamaria.
Estudios realizados en geles tridimensionales de colageno utilizando una linea celular
funcionalmente normal de glandula mamaria de raton denominada SCp2 (Desprez et al.,
1993), permitieron caracterizar el rol de la epimorfina en la morfogénesis (Hirai et al., 1998).
Cuando es presentada en forma basal y polar, la epimorfina induce la formacion de

ramificaciones, mientras que cuando es presentada de forma no polar desencadena la
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formacion de estructuras alveolares (Figura 5). Los mecanismos de esta actividad
morfogenética no han sido dilucidados aun, sin embargo se sabe que el factor de transcripcion
C/EBPp es regulado por la epimorfina y podria ser un importante mediador de su actividad
morfogenética (Hirai et al., 2001). Los ratones transgénicos para epimorfina se caracterizan
por tener un aumento en el tamaiio de los conductos mamarios y una expresion aumentada de
C/EBPf (Hirai et al., 2001). Es mas, este factor de transcripcion ya ha sido implicado en
varios procesos involucrados en el desarrollo (Lekstrom-Himes y Xanthopoulos, 1998). En la
glandula mamaria del raton el papel de C/EBPf fue investigado mediante la generacion de
ratones knock-out para esta proteina (Seagroves et al., 1998;Seagroves et al., 2000). Estos
animales se caracterizan por tener glandulas mamarias con conductos agrandados o quisticos,
una disminucion en el nimero de ramificaciones laterales y tienen comprometida la capacidad

de diferenciacion l6bulo-alveolar (Seagroves et al., 1998).

La interaccion con el medio ambiente.

El rol de la matriz extracelular.

El desarrollo adecuado de la glandula mamaria no sélo depende de sus distintos tipos
celulares, sino de como las células interactuan con su medio ambiente (Bissell y Ram, 1989).
La composicion y ensamblaje de la matriz extracelular juega un rol fundamental tanto en el
desarrollo como en el funcionamiento de la glandula mamaria. Los conductos mamarios
consisten en una capa de células epiteliales luminales asociadas a células mioepiteliales en la
parte basal de las mismas. Este tubo esta rodeado por una membrana basal y por fuera de ella

por una matriz fibrosa intersticial dentro del tejido conectivo laxo. El tejido adiposo, que esta
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ramificaciones

Figura S: Efecto de la epimorfina sobre células epiteliales de mama.

El esquema muestra los efectos de la epimorfina sobre la linea celular de mama SCp2. Al
ser presentada en forma polar induce la formacion de ramificaciones y al ser presentada
en forma no polar induce la formacién de un lumen o estructura alveolar. En ambos casos

el efecto se ve al cultivar las células en geles de colageno de tipo L.




constituido por adipocitos y matriz extracelular, esta por fuera del estroma periepitelial.
Dentro de la unidad ductal, las células mioepiteliales son las que mayor contacto tienen con
la membrana basal. Durante el proceso de morfogénesis, que permite la formacion de los
conductos, se encuentran diferencias en la composicion de la membrana basal al comparar
los brotes terminales con los conductos ya maduros. Por ejemplo, en los extremos de los
brotes terminales el espesor de la membrana basal es mucho menor que en los costados. Es
mas, el extremo del brote terminal es altamente rico en acido hialurénico, el cual podria tener
un papel en la morfogénesis (Silberstein y Daniel, 1982). Los conductos, por otra parte,
tienen una membrana basal formada por colageno IV, laminina-1 y -5, proteoglicanos y otros

componentes como la entactina, vitronectina, y fibronectina (Guelstein et al., 1993).

El rol de los componentes de la membrana basal en la morfogénesis de la glandula
mamaria fue estudiado en un principio in vivo. El tratamiento de la zona contigua al brote
terminal con hialuronidasa lleva a alteraciones en la estructura de los brotes y finalmente a la
inhibicion de la elongacion ductal (Silberstein y Daniel, 1982). Por otra parte, el incremento
de los niveles de TGF-B1 (que induce la deposicion de componentes de la matriz extracelular
(Hocevar y Howe, 2000)) en la zona de los brotes terminales produce un incremento de los
niveles de colageno IV y glicosaminoglicanos alrededor de los extremos de los brotes. Esto
resulta en una inhibicion del crecimiento ductal y de la proliferacion celular (Silberstein et
al, 1990). A raiz de estos resultados, hace ya alrededor de 15 afios quedd claro que la
morfogénesis de la glandula mamaria depende tanto de la composicion como del

mantenimiento de la matriz extracelular.



Las integrinas.

Las sefiales morfogenéticas de la matriz extracelular son transducidas a la célula a
través de receptores denominados integrinas. Estos receptores consisten en una subunidad
alpha (o) y una beta () que forman heterodimeros ap. Las integrinas tiene una subunidad
extracelular que se une a componentes de la matriz extracelular, una region transmembrana y
una region C-terminal intracelular capaz de mediar sefiales intracelulares que afectan el
comportamiento celular (Clark y Brugge, 1995). En la glandula mamaria se han encontrado
varios receptores de laminina del tipo de las integrinas, como el a2f1, o3B1, a6B1, a6p4
(Delcommenne y Streuli, 1999; Deugnier et al., 1995; Keely et al., 1995; Mercurio et al.,
2001). La integrina a6B4, que se expresa principalmente en células mioepiteliales, pero
también es localizada en la superficie de células epiteliales luminales en cultivo, provee el
anclaje a la matriz intersticial (Borradori y Sonnenberg, 1996; Stahl et al., 1997; Nievers et
al., 1999; Mercurio et al, 2001). La integrina a2B1 es la responsable de la adherencia al
colageno de tipo I y IV (Eble et al.,, 1993; Xu et al., 2000), y también es capaz de reconocer
las cadenas ol y o2 de laminina-1, asi como la laminina-5 (Colognato et al., 1997; Orian-
Rousseau et al., 1998). En geles tridimensionales de colageno de tipo I, la morfogénesis
inducida por HGF es inhibida por anticuerpos bloqueantes contra las a2 o $1, afectando
tanto la interaccion célula-matriz extracelular como la interaccion célula-célula
(Berdichevsky et al., 1992; Alford et al,, 1998). El mecanismo de accién del anticuerpo
contra B1 implica un aumento en la adhesion celular al colageno, lo que se podria hipotetizar,
afectaria la migracion y la invasion necesarias para la formacion de estructuras tubulares. Por

otra parte, la implantacién de pellets con anticuerpos bloqueantes contra la subunidad B1 en
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la glandula mamaria del ratén inducen la regresion de los brotes terminales e inhiben su
formacion (Klinowska et al., 1999). Estos efectos son especificos sobre los brotes terminales
y no afectan el desarrollo de ramificaciones laterales; es mas, el efecto es reversible, no altera
los niveles de apoptosis ni de proliferacion en los brotes terminales. En este trabajo no se
pudo determinar si el anticuerpo bloqueante afecta la interaccion con el colageno I, la
fibronectina o la laminina. Sin embargo, el tratamiento con anticuerpos anti la cadena y1 de
la laminina también reduce el nimero de brotes terminales en una forma similar al anticuerpo
contra la integrina 1 (Klinowska et al., 1999). Los animales transgénicos que expresan una
forma dominante negativa de la integrina 81 bajo el control de un promotor MMTYV no
exhiben una reduccion en el numero de brotes terminales, pero si una disminucion en la
diferenciacion alveolar y en la capacidad de producir leche. Estos efectos estan acompafiados
por un incremento en el nimero de células apoptoticas en las estructuras alveolares (Faraldo
et al., 1998). A pesar de que fue posible detectar la expresion del transgen en la glandula
mamaria de animales nuliparos, no se expreso en los brotes terminales. Esto hace dificil la
comparacion de los resultados obtenidos en los animales transgénicos, con los conseguidos
con el anticuerpo bloqueante. A pesar de todo podemos concluir a partir de estos resultados
que la interaccion entre la laminina y la integrina 1 es importante para el desarrollo de la

glandula mamaria in vivo. Queda por determinar cual es realmente su mecanismo de accion.

Las metaloproteasas y los componentes de la matriz extracelular.

Las proteasas extracelulares juegan un rol fundamental en un sinnimero de procesos

relacionados con el desarrollo, asi como con el surgimiento de enfermedades. La habilidad
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para degradar proteinas de la matriz extracelular es esencial para que una célula pueda
interactuar de forma adecuada con su entorno inmediato y asi permitir el desarrollo normal
de organismos multicelulares. Este concepto era ya evidente afios antes de que se observara
por primera vez como enzimas difundibles producidas por fragmentos de cola de renacuajo
eran capaces de degradar geles de colageno fibrilar (Gross y Lapiere, 1962). Desde aquella
primera observacion, se ha caracterizado una familia de enzimas que se encuentran desde la
hidra hasta el humano, denominadas metaloproteasas de matriz (MMPs). Estas se
caracterizan por 1) depender de iones metalicos para llevar a cabo su actividad catalitica, 2)
tener la capacidad de degradar proteinas estructurales de la matriz extracelular y 3) poseer
secuencias especificas que las distinguen evolutivamente de otras metaloproteasas (Stocker et
al, 1995). Las MMPs también clivan proteinas de la superficie celular y otras proteinas
pericelulares que no son parte de la matriz lo que les permiten regular de varias maneras el

comportamiento celular (Sternlicht y Werb, 2001).

Dado su rol en la regulacion del comportamiento celular, era de esperar que las
proteasas tuviesen varios niveles a partir de los cuales se controlaria su produccion y
actividad. Llevoé practicamente una década desde la primera observacion de actividad
colagenolitica hasta descubrir que las MMPs son sintetizadas como zimogenos (Harper E et
al, 1971), y mas aan, para identificar a los inhibidores endogenos de las MMPs, los
inhibidores tisulares de MMPs (TIMPs) (Bauer et al., 1975). Desde entonces se han
descubierto otros niveles de regulacion de las MMPs: a nivel transcripcional, a nivel proteico
a través de la accion de sus activadores e inhibidores, y por factores que regulan su secrecion,

su localizacion en la superficie celular y finalmente su degradaciéon y clearance. Los
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organismos superiores expresan multiples MMPs, cada una con su patréon de expresion,
localizacion, activacion, inhibicion y degradacion. Sin embargo, hay una gran redundancia en
cuanto a los sustratos, lo que demuestra una superposicion de funciones. Esta redundancia tal
vez actue como un mecanismo de control en caso de pérdida de alguna funcion regulatoria.
Dada su capacidad de degradar componentes de la matriz extracelular, las metaloproteasas
han sido implicadas en procesos invasivos normales y patologicos. Sin embargo, dada la
complejidad del sistema y su regulacion, los mecanismos moleculares de su accion todavia

no han sido comprendidos.

MMPs: la superfamilia de las metzicinas.

Las enzimas proteoliticas se clasifican como exopeptidasas o endopeptidasas en
funcion de su capacidad de clivar uniones peptidicas terminales o internas respectivamente.
Las endopeptidasas se clasifican en serina, cisteina, aspartil o metaloproteasas basandose en
sus mecanismos de accion catalitica y sensibilidad a inhibidores. Las metaloproteasas a su
vez se clasifican en funcion de su secuencia en cinco superfamilias. De estas, la superfamilia
de la metzicinas se distingue por una secuencia altamente conservada que contiene tres
histidinas que se unen a zinc en el sitio catalitico, y una metionina que esta espacialmente por
debajo del zinc que se halla en el sitio activo (Stocker et al., 1995). La secuencia de unién al
zinc es la siguiente: HEBXHXBGBXHZ, donde los residuos histidina (H), acido glutamico
(E) y glicina (G) no varian; la B representa un residuo hidrofobico grande, la X es un residuo
variable y la Z es un residuo especifico para cada familia. Las metzicinas a su vez se

subdividen en cuatro familias multigénicas: las serralisinas, las astacinas, las
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ADAMs/adamalisinas y las MMPs. Esta clasificacion se basa en la identidad del residuo Z,

que es una serina en casi todas las MMPs.

Estructura y funcion de las MMPs.

Hasta el presente se han identificado 25 MMPs de vertebrados y 22 homologos
humanos (Nagase et al., 1990; Nagase y Woessner, 1999; Sternlicht y Bergers, 2000;
Sternlicht y Werb, 2001; Lohi J et al., 2001). Ademas se han identificado varias MMPs en
organismos no vertebrados. En los vertebrados las MMPs tienen por lo general sustratos
especificos, aunque hay un gran solapamiento entre distintas MMPs. En consecuencia, entre
todas pueden clivar numerosos sustratos extracelulares y casi todos los componentes de la

matriz extracelular.

Las MMPs se denominan tanto con nombres comunes, o a través de una
nomenclatura numérica (Tabla 1). Ademas se agrupan de acuerdo a su estructura modular
(Figura 6). Todas las MMPs contienen una secuencia de seﬁaliza;:.i()n N-terminal o secuencia
sefial (también denominada dominio “pre”) que es removida una vez que la proteina entra en
el reticulo endoplasmatico. La mayoria de las MMPs son secretadas, sin embargo seis de
ellas presentan dominios transmembrana y se expresan en la superficie celular. E1 dominio
“pre” es seguido por un dominio propeptidico “pro” que mantiene la latencia enzimatica. Por
ultimo contienen un dominio catalitico con la secuencia de union al zinc conservada (Nagase
y Woessner, 1999). A excepcion de MMP-7 (matrilisina), MMP-26 (matrilisina-

2/endometasa) y MMP-23, todas las MMPs tienen un dominio tipo hemopexina/vitronectina



Tabla 1

MMP Nombre comin

MMP-1 Colagenasa-1

MMP-2 Gelatinasa-A

MMP-3 Estromelisina-1

MMP-7 Matrilisina

MMP-8 Colagensas-2

MMP-9 Gelatinasa-B

MMP-10 Estromelisina-2

MMP-11 Estromelisina-3

MMP-12| Metaloelastasa de macréfago
MMP-13 Colagenasa-3

MMP-141 MTI1-MMP

MMP-15( MT2-MMP

MMP-16| MT3-MMP

MMP-17| MT4-MMP

MMP-18| Colagenasa-4 (Xenopus)
MMP-19| RASI-1

MMP-20| Enamelisina

MMP-21 XMMP (Xenopus)

MMP-22| CMMP (pollo)

MMP-23
MMP-24| MT5-MMP
MMP-26| MT6-MMP
MMP-27
MMP-28 Epilisina
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Figura 6: Estructura de las MMPs.




que se conecta al dominio catalitico a través de una region bisagra o linker. MMP-7 y MMP-
26 directamente no tienen este dominio, mientras que MMP-23 tiene un dominio Unico rico
en cisteinas, prolinas y dominios tipo receptor tipo II de IL-1 en lugar del dominio
hemopexina (Gururajan et al., 1998, Park et al., 2000). El dominio hemopexina afecta la
capacidad de union de los TIMPs, asi como la union de determinados sustratos, la activacion
a nivel de membrana celular de las MMPs y la actividad proteolitica de las mismas. La
region bisagra, por otra parte, varia en longitud y secuencia entre distintas MMPs y también
afecta la especificidad por los sustratos (Knauper et al., 1997). Las gelatinasas A y B (MMP-
2 y MMP-9 respectivamente) se distinguen por tener tres dominios ricos en cisteina dentro de
su dominio catalitico. Estos dominios se asemejan a los dominios de unién a colageno tipo
IV de la fibronectina y son necesarios para la unién y clivaje de la elastina y el colageno
(Murphy et al., 1994; d'Ortho et al., 1998; Shipley JM et al., 1996). MMP-9 tiene ademas un
dominio extra tipo colageno de tipo IV al final de su region bisagra para el cual no se ha
encontrado una funcion hasta el momento. Por ultimo las MMPs de membrana, MT-MMPs,
tienen un dominio transmembrana y una pequefia cola citoplasmatica C-terminal (MMPs 14,
15, 16 y 24) o una regién C-terminal hidrofobica que actiia como una sefial de anclaje a
membrana tipo glicofosfatidil inositol (GPI) (MMPs 17 y 25) (Itoh et al., 1999; Kojima et al,,
2000). Estos dominios tienen una funcion importante en la regulacion de la localizacion de la

actividad proteolitica a regiones especificas de la superficie celular.

Regulacion de la actividad MMP.
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Para cumplir con sus funciones normales o patologicas, las MMPs deben estar
presentes en el tipo celular especifico, en la correcta localizacion pericelular, en el momento
justo, la cantidad adecuada y ademas ser activadas o inhibidas apropiadamente. Todo esto
requiere una regulacion estricta tanto a nivel transcripcional como post-transcripcional. A

continuacion se explican cada uno de estos niveles de regulacion.

Regulacion a nivel transcripcional.

La funciéon biologica de las MMPs estd en gran medida regulada por diferentes
patrones de expresion. A pesar de la gran superposicion en cuanto a sustratos, las diferencias
temporales y espaciales de expresion entre las MMPs les confieren caracteristicas unicas a
cada una. La mayoria de las MMPs estan celosamente reguladas a nivel transcripcional, a
excepcion de MMP-2 que por lo general se expresa de forma consitutiva y esta controlada a
nivel de activacion por un mecanismo particular (Strongin et al., 1995), y en menor medida
post-transcripcionalmente a nivel de estabilizacion de su mRNA (Overall et al,, 1991). La
expresion basal de MMP-2, MMP-14 (MT1-MMP) y TIMP-2 esta co-regulada lo cual es
consistente con el rol de MT1-MMP y TIMP-2 en la activacion de MMP-2 (explicado mas
adelante). Es mas, las secuencias de los promotores de estas tres proteinas muestan
similitudes en cuanto a su regulacion transcripcional (Lohi J et al., 2000; Lohi J et al., 2001).
En general la expresion génica de las MMPs estd regulada por numerosos factores
estimulatorios y supresores que afectan varias vias de sefializacion (Fini et al,, 1998). Por
ejemplo la expresion de varias MMPs puede ser estimulada o reprimida por esteres de forbol,
sefiales derivadas de integrinas, proteinas de la matriz extracelular, estrés celular o cambios

en la forma de la célula (Kheradmand et al., 1998). El colageno de tipo I intacto actia como
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un ligando induciendo la expresion de MMP-1 via una cascada que involucra tirosina
quinasas; el efecto contrario se logra cuando la célula percibe los productos de clivaje de
colageno tipo I por parte de MMP-1 (Vogel et al., 1997;Shrivastava et al., 1997). Por lo tanto
la expresion de MMP-1 estaria regulada por su sustrato y especificamente reprimida por el
producto de su actividad proteolitica. Por otra parte, la expresion de las MMPs es regulada
por varias citoquinas y factores de crecimiento como las interleuquinas, los interferones, el
EGF, KGF, NGF bFGF, VEGF, PDGF, TNF-a, TGF-B y el inductor de MMPs o EMMPRIN
(Fini et al., 1998). Muchos de estos estimulos inducen la expresion y/o activacion de los
proto-oncogenes c-fos y c-jun, que se heterodimerizan y unen a sitios “activadores de
proteina-1” (AP-1) dentro de los promotores de los genes de varias MMPs. El caso del TGF-
B es un claro ejemplo de como una sefial puede tener efectos particulares sobre distintas
MMPs. En este caso el TGF-B1 suprime la transcripcion de MMP-1 y MMP-3 pero induce la
expresion de MMP-13 (Uria et al.,, 1998). Ademas, algunas MMPs se expresan en un tipo
celular muy reducido y determinado, como es el caso de la MMP-20 que parece estar
restringida a células presentes durante el desarrollo dental (Sternlicht y Bergers, 2000) y
MMP-9 que se expresa mayormente en osteoclastos, macrofagos, trofoblastos, neuronas del
hipocampo y queratinocitos migratorios en los bordes de heridas en procesos de cicatrizacion
(Mohan et al., 1998; Munaut et al., 1999). La induccion célula especifica de MMPs también
ha sido observada in vitro; por ejemplo los ésteres de forbol inducen la expresion de MMP-3
en fibroblastos y de MMP-10 en queratinocitos (Windsor et al., 1993). Por lo tanto la forma
en que se regula la expresion de una MMP no sélo depende de la organizacion de su
promotor, sino también de la presencia o ausencia de otras sefiales, es decir, del contexto

celular.

42



Varios elementos regulatorios actian en cis influenciando la expresion génica de las
MMPs. Entre ellos ya hemos mencionado a los sitios AP-1. También se han hallado sitios Ets
adyacentes a los sitios AP-1, y en algunos casos éstos actian en forma sinérgica, como en el
caso de la MMP-1, pero no, por ejemplo, en el caso de MMP-13 (Pendas et al., 1997). Esto
seria consecuencia de una mayor distancia entre los dos sitios en el caso de la MMP-13, con
lo cual ya no se lograria el efecto sinérgico (Gutman y Wasylyk, 1990). Como indicacion de
la importancia de estos sitios, la eliminacion del factor de transcripcion Ets2 en ratones llevo
a letalidad embrionaria temprana, con una expresion deficiente de MMP-9. Cultivos de
fibroblastos embrionarios de estos ratones también expresaron bajos niveles de MMP-3 y
MMP-13 (Yamamoto et al., 1998). Se han identificados otros elementos en los promotores de
varias MMPs, como por ejemplo un sitio especifico de osteoblastos en el promotor de MMP-
13, se trata de un elemento que responde al “core binding factor 1” 0 CBFA1 (Jimenez et al.,
1999); un sitio regulado por f-catenina del tipo LEF/TCF cerca del sitio de iniciacion de la
transcripciéon de MMP-7 (Crawford et al., 1999); elementos inhibitorios para TGF-f; y
finalmente sitios AP-2, Sp1, Sp3, NF-kB, CBP/B y sitios de respuesta a acido retinoico (Fini
et al., 1998;Lohi J et al., 2000;Ludwig et al., 2000). Por otra parte se ha identificado un sitio
de uni6n a p53 en el promotor de MMP-2 (Bian y Sun, 1997). A pesar de la identificacion de
todos estos sitios regulatorios en las regiones de los promotores de las MMPs, poco se
entiende de como estas vias interactian entre si y llevan a una regulacion integral de la

expresion de las MMPs.

Regulacién a nivel post-transcripcional.
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Mecanismos post-transcripcionales pueden regular la expresion de las MMPs. Por
ejemplo, los mRNA que codifican para MMP-1 y MMP-3 son estabilizados por ésteres de
forbol y el EGF, mientras que los de MMP-13 son estabilizados por PDGF vy
glucocorticoides y desestabilizados por el TGF-B (Delany et al., 1995;Vincenti, 2001). El
turnover del mRNA de MMP-1 estaria regulado por secuencias ricas en AU en las zonas 3’
no traducidas; secuencias similares podrian llegar a regular la estabilidad de los mensajeros
de otras MMPs (Vincenti, 2001). Por otra parte, la forma soluble y proteoliticamente activa
de MT3-MMP se generaria por splicing alternativo mas que por su liberacion de la
membrana celular . Las formas alternativas de MMP-13, MMP-17 y MMP-20 se generarian

por poliadenilacion alternativa (Sternlicht y Werb, 1999).

Regulacion de la secrecion.

Aunque la mayoria de las MMPs se secretan en forma constitutiva, en algunos casos
particulares existen mecanismos de control de la secrecion. MMP-8 y MMP-9 son
sintetizadas por granulositos en diferenciacion en la medula 6sea, almacenadas en granulos
especificos de los neutréfilos circulantes y liberadas tras la activacion de los neutrofilos por
parte de mediadores inflamatorios (Hasty et al., 1990). En los macrofagos, la plasmina y la
trombina inducen la secrecion de MMP-12 por parte de los macrofagos sin alterar la

velocidad de transcripcion (Raza et al., 2000).

Activacion de MMPs latentes.
Las MMPs se sintetizan como proenzimas inactivas o zimogenos. La latencia se

mantiene por el grupo sulfhidrilo cisteina cerca de extremo C-terminal del dominio



propeptidico. Este grupo sulfhidrilo actia como un cuarto ligando para el ion zinc del sitio
activo, y la activacion de la MMP requiere que se elimine la interaccion cisteina-zinc a través
de la remocion proteolitica del dominio propeptidico o por perturbacién ectdpica de esta
interaccion (Van Wart y Birkedal-Hansen, 1990). Una vez eliminado, el grupo tiol es
reemplazado por una molécula de agua que puede entonces atacar las uniones peptidicas que

son los blancos de accion de las MMPs.

A pesar de que casi todas las MMPs se secretan como zimégenos latentes, hay
algunas excepciones. Por ejemplo, la MMP-11 y MMP-27 y las MT-MMPs contienen una
secuencia RXK/RR de reconocimiento por enzimas de tipo furina entre sus sitios
propeptidicos y los cataliticos. Esto permite que sean activadas intracelularmente por serina
proteasas antes de ser secretadas o llegar a la superficie celular (Pei y Weiss, 1995). En el
caso de ]a MMP-23 no esta presente la cisteina que es requerida para la latencia de la enzima
(Gururajan et al., 1998). Todas las demas MMPs no poseen esta secuencia de activacion

intracelular y son activadas en el espacio extracelular.

La activacién de las MMPs puede darse por la accion de otras MMPs ya activadas, o
por serina proteasas que pueden clivar uniones peptidicas dentro de los prodominios de las
MMPs (Woessner y Nagase, 2000). En el caso de MMP-2 en particular, la activacion se
realiza en la superficie celular por un mecanismo que involucra a MT-MMPs y TIMP-2
(Strongin et al., 1995). MT1-MMP es la mas eficiente activadora de MMP-2, mientras que
MT4-MMP (en el caso del humano) y MT2-MMP son las dnicas MT-MMPs que no son

capaces de activar MMP-2 (Zucker et al., 1998; Miyamori et al., 2000; English et al., 2000).

45



El mecanismo, explicado graficamente en la Figura 7, consiste en la uniéon de TIMP-2 a
través de su extremo N-terminal a la MT-MMP. El extremo C-terminal de TIMP-2 queda
libre y es capaz de actuar como un receptor para unir el dominio hemopexina de pro-MMP-2.
Una vez lograda esta interaccion, una MT-MMP adyacente que no esta unida a un TIMP-2
cliva parte del pro-dominio de MMP-2 y la misma es activada parcialmente. La formacion de
una MMP-2 totalmente madura y activa se da al clivarse una porcion residual del pro-péptido
por otra MMP-2 ya activa (Deryugina et al., 2001). El rol de TIMP-2 en la activacion de
MMP-2 es su principal funcioén in vivo. Mientras que el extremo C-terminal de TIMP-2
participa en el anclaje y activacion de MMP-2, su extremo N-terminal actiia como inhibidor
de la actividad MMP. Por lo tanto, niveles bajos de TIMP-2 promueven la activacion de
MMP-2, mientras que niveles mas altos inhiben esta accion ya que saturan e inhiben las
moléculas de MT-MMP libres necesarias para clivar el pro-dominio d¢e MMP-2 (Strongin et
al., 1995). Es interesante resaltar que los niveles de proteina de TIMP-2 son reducidos y la
activacion de MMP-2 es aumentada en presencia de colageno de tipo IV, un sustrato de

MMP-2 (Maquoi et al., 2000).

Inhibidores endégenos de las MMPs.

Los TIMPs representan una familia de por lo menos cuatro proteinas secretadas de
entre 20-29 kDa (TIMPs 1 a 4) que inhiben en forma reversible a las MMPs en una relacion
estequiométrica de 1:1. Comparten una homologia de secuencia de entre el 37-51%, con 12
cisteinas posicionadas de forma muy similar. Estas cisteinas forman seis puentes disulfuro

intracatenarios para dar seis loops y una estructura final de dos dominios. Porciones del
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Figﬁra 7: Esquema ilustrativo del mecanismo de activacion de MMP-2 por MT1-MMP.
Activaciéon de MMP-2 en la superficie celular. Una molécula de MT1-MMP activada es

inhibida por TIMP-2 y el dominio hemopexina de una molécula de Pro-MMP-2 se une a
la-regién C-terminal de TIMP-2 para formar un complejo tripartito. A centinuacién una
molécula de MT1-MMP no inhibida activa parcialmente a Pro-MMP-2 clivando la mayor
parte del propéptido. La region restante del propéptido es eliminada por otra molécula de
MMP-2 activa que estd unida a membrana. La nueva molécula de MMP-2 activa puede

ser ahora liberada o unida a otro receptor de membrana.




dominio N-terminal son las que interactian con el sitio catalitico de las MMPs (Murphy y
Willenbrock, 1995), aunque ambos dominios son necesarios para establecer la unién enzima-
inhibidor (Willenbrock y Murphy, 1994). Los distintos TIMPs difieren en su capacidad de
inhibir los distintos MMPs (Woessner y Nagase, 2000). Por ejemplo, TIMP-2 y 3 inhiben la
accion de MT1-MMP, mientras que TIMP-1 no es capaz de hacerlo. TIMP-1 es un inhibidor
pobre de MT3-MMP y TIMP-3 parece ser un inhibidor mas potente de MMP-9 que los
demas TIMPs. Por otra parte, los TIMPs difieren en su regulacion a nivel transcripcional y

sus patrones de expresion varian en distintos tejidos (Edwards, 2001).

Ademas de actuar como inhibidores de las MMPs, los TIMPs promueven el
crecimiento celular independientemente de su capacidad inhibitoria d¢ MMPs. TIMP-1 fue
inicialmente clonada como un factor potenciador de eritrocitos o EPA, y desde entonces
TIMP1, 2 y 3 han demostrado ser mitogénicos para varios tipos celulares (Gomez et al,,
1997). Esta actividad mitogénica persiste a pesar de la introduccion de mutaciones que
eliminan su capacidad inhibitoria de la actividad MMP, sugiriendo que estas actividades son
independientes (Hoegy et al., 2001). No se han detectado, sin embargo, receptores para
TIMPs, sugiriendo que estos actuarian alterando moléculas capaces de dar sefiales a las

células.

Los Timps no son los Unicos inhibidores de MMPs. La a2-macroglobulina es un
potente inhibidor enddgeno de las MMPs (Sottrup-Jensen y Birkedal-Hansen, 1989). Dado
que esta proteina es muy abundante en el plasma, representa el mayor inhibidor de MMPs en

los fluidos tisulares, mientras que se cree que los TIMPs tendrian una funciéon mas local
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dentro de los tejidos en si. Los complejos a2-macroglobulina/MMP son sacados de
circulacion por endocitosis tras su unidon a receptores “scavenger”’, con lo cual la a2-
macroglobulina tendria un rol importante en la eliminacién irreversible de las MMPs,

mientras que el efecto de los TIMPs seria reversible.

Localizacién pericelular de la actividad proteolitica.

Muchas de las sefales extracelulares que regulan el comportamiento celular ocurren a
nivel de la membrana o muy cerca de ella; es mas, muchas de estas sefiales son creadas o
canceladas mediante protedlisis pericelular (Werb, 1997). Por lo tanto, ya que es un proceso
irreversible, la protedlisis parece ser un mecanismo adecuado para regular sefiales
extracelulares. Hay mecanismos especificos que tienen como funciéon concentrar a las
proteasas en la vecindad de la membrana celular. Entre ellos se halla la expresion de las MT-
MMP; la union de MMPs a receptores de membrana; la presencia de receptores de membrana
para las enzimas responsables de la activacion de las MMPs y la concentracion de MMPs
sobre moléculas de la matriz extracelular en las inmediaciones de la célula. Estos
mecanismos favorecen la activacion de las MMPs, limitan el acceso de los inhibidores de las
MMPs, concentran a las MMPs en la zona donde se encuentran sus blancos de accion, y

limitan la protedlisis a regiones discretas del entorno pericelular.

Los sustratos de las MMPs.
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Numerosos componentes de la matriz extracelular han sido identificados como
sustratos de MMPs in vitro, aunque hasta el momento muy pocos de ellos han sido
confirmados in vivo. La Tabla 2 muestra los sustratos conocidos hasta el afio 2001
(Sternlicht y Werb, 2001). Sin embargo las MMPs también son capaces de clivar proteinas
circulantes, de la superficie celular y de ubicacion pericelular, con lo cual su capacidad de
regular el comportamiento celular es amplio. Estos mecanismo afectan tanto la interaccion
célula-matriz como la de célula-célula; implican la activacion o inactivacion de moléculas
capaces de proveer sefiales paracrinas o autdcrinas y la modificacion de receptores de la

superficie celular.

La remodelacion de la matriz extracelular y la regulacion del comportamiento celular.

La degradacion de la matriz extracelular puede interpretarse por un lado, como el
mero clivaje y remodelacion de barreras estructurales que permiten que se lleve a cabo la
invasion celular, tanto en procesos relacionados con el desarrollo, asi como durante la
invasion por parte de células neoplasicas. Sin embargo, la matriz extracelular no tiene sélo
una funcién estructural para el tejido; sus componentes afectan el comportamiento celular
secuestrando factores como los de crecimiento, y actuando como ligandos para receptores de
adhesion, como las integrinas, que son capaces de transducir sefiales al interior de la célula
(Streuli, 1999). La matriz extracelular controla procesos tan basicos como la forma que
adopta la célula, su movimiento, crecimiento, diferenciacion y supervivencia (Lukashev y
Werb, 1998). Por lo tanto, es de esperar que las MMPs tengan efectos sobre estos mismos

procesos ya que alteran la composicion y estructura de la matriz, alterando por los tanto las
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sefiales que la misma provee a la célula. Es mas, la accion de las MMPs permite la liberacion
de productos de la matriz extracelular que tienen actividad biologica. Por ejemplo, la
degradacion del colageno fibrilar permite la exposicion de sitios RGD que pueden ser ligados
por las integrina avfB3, y esta interaccion promueve la supervivencia y el crecimiento de
células de melanoma (Petitclerc et al., 1999). Por otra parte el clivaje de laminina-5 por
MMP-2 genera un fragmento de la cadena y2 denominado y2x que induce la motilidad de
células epiteliales de mama (Giannelli et al., 1997). Las moléculas de la matriz extracelular
también actian como reservorio para factores de crecimiento y citoquinas que son liberados
tras la degradacion de la matriz. Por ejemplo, la decorina, un proteoglicano asociado al
colageno, actiia como deposito de TGF-P, y su degradacion por parte de las MMPs permite la
liberacion de este factor de crecimiento para poder llevar a cabo sus funciones biologicas
(Imai et al.,, 1997). Una de estas funciones es inhibir la expresion de varias MMPs. A otro
nivel, MMP-2 y MMP-9, localizadas en la superficie celular, son capaces de activar la forma

latente del TGF-B (Yu y Stamenkovic, 2000).

Ademas de permitir la liberacion y activacion de factores de crecimiento, las MMPs
también pueden clivar receptores de la superficie celular. MMP-2, por ejemplo, es capaz de
liberar un fragmento del receptor de tipo 1 de FGF; este fragmento conserva la capacidad de
union al ligando y podria afectar los niveles disponibles de FGF en circulacion (Levi et al.,
1996). Por otra parte también pueden afectar proteinas involucradas en adhesion célula-
célula, como es el caso de la E-cadherina. MMP-3 y MMP-7 son capaces de clivar la E-
cadherina y el fragmento liberado altera la agregacion celular y promueve la invasion en

forma paracrina e independiente del evento de clivaje en si (Lochter et al., 1997a; Noe et al.,

52



2001). Por dltimo las MMPs pueden clivar otras proteasas como es el caso de las serina
proteasas plasmindgeno y el activador de plasmindgeno tipo uroquinasa (uPA) (Sternlicht y

Werb, 1999). En ambos casos el clivaje crea un producto biologicamente activo.

Las metaloproteasas en el desarrollo de la glindula mamaria.

La morfogénesis de la glandula mamaria implica un proceso invasivo, donde el
epitelio forma conductos que penetran el estroma adiposo. Dado que las MMPs estin
involucradas en la remodelacion de la matriz extracelular, es reconocida su capacidad de
facilitar la invasion celular, tanto en procesos patologicos como fisiologicos (Egeblad and
Werb, 2002;Nelson et al., 2000). La expresion y activacion de las metaloproteasas esta
regulada tanto temporal como espacialmente. Su actividad ha sido implicada en el desarrollo
de los pulmones (Infeld, 1997;Kheradmand et al., 2002), el rifion (Kanwar et al., 1999) y la
glandula salivar (Fukuda et al., 1988). En la glandula mamaria el mRNA y la actividad de las
MMPs esta correlacionada con la morfogénesis (Talhouk et al., 1991;Fata et al., 1999). Los
niveles de estromelisina-1 (Str-1) y gelatinasa A correlacionan con el desarrollo ductal que se
da con la llegada de la pubertad; los niveles mas altos de mRNA son detectados alrededor de
los brotes terminales y cerca de los extremos de las ramificaciones (Witty et al., 1995). Esta
misma distribucion de la marca para MMPs se encuentra durante la prefiez (Witty et al.,
1995). Durante la lactancia los niveles de MMPs se reducen y vuelven a subir durante la
involucion; la estromelisina-1 y 3, la gelatinasa A y el uPA aumentan tras cesar la lactancia
(Talhouk et al., 1992) y son responsables de la degradacién de la matriz extracelular y la

concominante induccion de apoptosis que lleva a la pérdida de funcionalidad y remodelacién
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tisular (Lund et al., 1996). Estudios de hibridacion in situ revelaron que las MMPs son
sintetizadas por los fibroblastos estromales y periductales que rodean los alveolos
colapsados, sugiriendo que la fase degradativa de la involucién implica una interaccion

epitelio-mesenquimal.

Con el objetivo de evaluar cual era el resultado de alterar la proporcion de MMPs en
la glandula mamaria se crearon ratones transgénicos que sobre expresan la forma activa de la
Str-1. Se encontré que las glandulas mamarias de ratones hembra virgenes tienen un
desarrollo ductal y diferenciacion alveolar precoz (Figura 8) (Sympson et al., 1994; Witty et
al., 1995). Por otra parte se observa una pérdida parcial de la membrana basal al analizar
componentes como la laminina y el colageno IV (Thomasset et al,, 1998). Examenes
histolégicos de glandulas de ratones durante la prefiez revelan un colapso de las estructuras
alveolares, proceso que normalmente se da al concluir la lactancia. Se detecta también un
aumento en el nimero de células apoptoéticas y una reduccion en la cantidad de leche

producida. Todas estas caracteristicas sugieren un proceso de involucion precoz.

Los ratones transgénicos para MT1-MMP también mostraron un fenotipo
hiperplasico (Ha et al., 2001). Sin embargo, a diferencia de lo encontrado con los ratones
transgénicos para Str-1, el fenotipo se hizo evidente tras sucesivas prefieces. Se detectaron
hiperplasias ductales, disrupcion de las estructuras alveolares, fibrosis periductal y
eventualmente cambios displasicos en el epitelio ductal, hiperplasias y adenocarcinomas.

Los autores no mencionan en el trabajo un fenotipo en la glandula mamaria del ratén virgen.
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Figura 8: Fenotipo de la glandula mamaria de ratones transgénicos para Str-1.

Montaje total de glandula mamaria de un ratéon virgen control (A) y de un ratén

transgénico para Str-1 (B). Como en el caso de los ratones transgénicos PR-A, es
llamativo el incremento en el nimero de ramificaciones laterales y diferenciacion 16bulo

alveolar que se observa en el transgénico para Str-1 respecto de su control.




A diferencia de lo observado para Str-1 y MT1-MMP, en el caso de los ratones
transgénicos para matrilisina (MMP-7) no se detectd un fenotipo explicito en cuanto a la
morfogénesis de la glandula mamaria. En cambio estos animales se caracterizan por tener
una produccion precoz de leche (Rudolph-Owen et al., 1998). Dado que la matrilisina, como
la Str-1 son miembros de la misma familia de MMPs, son capaces de degradar muchos de los
mismos componentes de la matriz extracelular y clivar moléculas como la E-cadherina,
involucrada en la adhesion celular, resulta sorprendente las diferencias encontradas entre
ambos animales transgénicos. Una mayor comprension de los mecanismos de accion de

ambas MMPs permitira dilucidar porqué una resulta morfogenética y la otra no.

Modelos experimentales.

La membrana basal no solo da estructura al tejido, sino que confiere a las células
sefiales de polaridad, superviviencia, crecimiento, diferenciacion, apoptosis y regulacion de
la expresion génica (Boudreau y Bissell, 1998; Hansen y Bissell, 2000). Como estas sefiales
se integran para regular la formacién de un tubo estd siendo actualmente descifrado
utilizando cultivos tridimensionales y animales transgénicos. Los primeros permiten al
experimentador manipular factores individuales y asi ver cudl es el efecto sobre el sistema
con el que se esta trabajando. Este tipo de enfoque no es siempre posible de realizar in vivo
ya que las variables por manejar son infinitas. Los modelos de cultivos utilizados por lo
general evalian la capacidad de formar ramificaciones por parte de células de cultivos

primarios provenientes de mamoplastias, en el caso de utilizar material humano, o glandula
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mamaria de raton. También hay disponibles varias lineas celulares de mama humana y ratén
que son no tumorigénicas y son funcionalmente normales. La induccion de la formacion de
las ramificaciones por lo general involucra la adicion de uno o mas factores difusibles en un
medio quimicamente definido. La tridimensionalidad del sistema se logra cultivando las
células en matrices que pueden ser de colageno tipo I, laminina o fibronectina. También se ha
utilizado ampliamente un gel rico en laminina denominado Matrigel, que se obtiene de un
tumor de raton. Ni los factores solubles ni los geles tridimensionales individualmente son
capaces de inducir la formacion de conductos, lo cual solo confirma la hipotesis de que tanto

la estructura como los factores solubles son indispensables para una morfogénesis adecuada.

En el laboratorio de la Dra Mina Bissell hace ya muchos afios que se trabaja en
dilucidar el rol de la matriz extracelular y las MMPs en la morfogénesis de la glandula
mamaria. A mediados de los afios 90 se generaron ratones transgénicos para Str-1 y se
observo en los mismos un fenotipo hiperplasico (Sympson et al., 1994). Simultaneamente,
trabajos in vitro utilizando modelos de cultivos tridimendionales permitieron establecer que
la epimorfina actiia como un factor morfogenético en la glandula mamaria (Hirai et al., 1998,
Hirai et al., 2001). Por otra parte, la Dra G. Shyamala, que trabaja en la misma Division del
Lawrence Berkeley National Laboratory, generd independientemente ratones transgénicos
que sobre expresan la isoforma A (PR-A) o B (PR-B) del PR (Shyamala et al., 1998). El
fenotipo observado en el transgénico PR-A fue muy similar al encontrado en el transgénico
para Str-1, sugiriendo un posible rol del PR en la regulacion de la actividad proteolitica en la

glandula mamaria.



La posibilidad de realizar cultivos tridimensionales, junto con la caracterizacion de
animales transgénicos, son una valiosa herramienta para establecer cual es el mecanismo de
accion e interrelacion entre las MMPs, los factores de crecimiento polipetidicos, la
epimorfina y las hormonas estrogenos y progesterona en la morfogénesis de la glandula

mamaria del raton.
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Objetivo e Hipotesis
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Objetivos

El objetivo de este trabajo fue evaluar cuan protagonico es el rol de las
metaloproteasas en la morfogénesis de la glandula mamaria del raton. Se investig6 utilizando
un sistema in vitro si las metaloproteasas son esenciales para la formacion de ramificaciones
en geles de colageno de tipo I. Por otra parte se evalud cual es la relacion entre las
metaloproteasas, los factores de crecimiento polipeptidicos y la epimorfina, un agente
morfogenético. El objetivo de la segunda parte del trabajo fue investigar si las hormonas
esteroideas, estrogeno y progesterona regulan la actividad proteolitica de la glandula
mamaria. En particular se hizo énfasis en la via del PR en vista de los fenotipos encontrados

en los ratones PRKO y transgénicos PR-A.

Hipétesis

Esperamos encontrar que las - metaloproteasas juegan un rol importante en la
formacion de ramificaciones in vitro, en vista de los resultados encontrados con los animales
transgénicos para Str-1, que demostraron que la misma es morfogenética en la glandula
mamaria. Por otra parte suponemos encontrar una relacion entre los factores de crecimiemto,
la epimorfina y las metaloproteasas si todas ellas estan coordinadas para regular el proceso
morfogenético. Por ultimo respecto del rol de la via del PR y la actividad MMP, esperamos
encontrar una regulacion positiva por parte de PR, en vista de los fenotipos encontrados en

los animales knock-out y transgénicos.
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Materiales y Métodos

Preparacion de organoides primarios de glandula mamaria de raton.

Los organoides primarios fueron preparados de ratones hembra virgenes de 10
semanas de vida de la cepa CD-1. Brevemente, la glandula inguinal fue extirpada en
condiciones de esterilidad, cortada en forma mecanica y luego digerida enzimaticamente con
una solucion de 0.2% tnpsina (Life technologies), 0.2% colagenasa A (Boehringer
Mannhein) en medio de cultivo DMEM/F12 (1:1, Life Technologies), 5% suero fetal bovino,
5 pg/ml de insulina (Sigma) y 50 pg/ml de gentamicina (Life Technologies) (medio de
crecimiento). La suspens:on celular resultante fue centrifugada a 80 Xg durante 10 minutos.
Después de descartar el sobrenadante que contenia tejido adiposo, el pellet de células fue
resuspendido en medio de crecimiento suplementado con 1000 U de DNasa I, incubado
durante 2 minutos a temperatura ambiente y lavado con medio de crecimiento. La separacion
de la fraccidn unicelular (compuesta mayoritariamente de fibroblastos estromales) de los
organoides epiteliales se realizd por centrifugacion diferencial en medio DMEM/F12 en
ausencia de suero. Se centrifugd 10 veces a 50 segundos a 80 Xg. Para cultivar los
fibroblastos, el sobrenadante de la primera centrifugacion diferencial fue sembrado en placas

de cultivo de 10 cm de diametro.

Preparacion de los ciimulos de células SCp2.
La linea celular de glandula mamaria de raton, SCp2 (Desprez et al., 1993) fue
mantenida de rutina en medio de crecimiento. Los cimulos epiteliales fueron preparados

como se describio previamente (Hirai et al., 1998). Brevemente, 250 pl de 2% agarosa
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preparada en PBS fueron agregados a los posillos de una placa de 24. Después de que la
agarosa solidifico, se agregaron 1.5 ml de medio de crecimiento y se incub6 la placa a 37°C
durante 30 minutos. Este medio fue luego descartado y se reemplaz6 por una suspension de
5x10* células en 500 ul de medio de crecimiento con 1000 U de Dnasa I (Sigma). La placa se
incubo con rotacion suave (100 rpm) a 37°C durante 24 horas. Terminada la incubacion, las
células habian formado camulos celulares redondeados de aproximadamente 150-200 um de
diametro. Las células que no se incorporaron a los cumulos fueron eliminadas por

centrifugacion diferencial.

Cultivos tridimensionales.

Los organoides primarios y los cimulos de células SCp2 se embebieron en una matriz
de colageno de tipo I (Hirai et al., 1998). Para ello se mezclaron colageno acido-soluble (8
volumenes de una soluciéon 0.5%, CellagenTM AC-5, ICN) con 1 volumen de DMEM/F12
10X y un volumen de NaOH 0.1N. En cada hoyo se prepar6 una capa basal de colageno, y
una superior que contuvo las células. Para permitir la solidificacion de la capa inferior, se
agregaron 100 pl de la solucion de colageno en cada hoyo de una placa de 48 y se incub6 la
misma durante 15 minutos a 37°C. Los organoides o cumulos epiteliales fueron
resuspendidos en DMEM/F12 a una concentracion de 2500-4000 organoides/ cumulos por
ml y se mezclaron con 5 ml de la solucion de colageno fria. Esta mezcla (100 pl) se vertio
sobre la capa basal de colageno ya solidificada y la placa se coloc6 de inmediato a 37°C. Esto
permitio obtener entre 40-80 organoides/ cumulos por hoyo. Una vez solidificada la capa
superior se agregaron 200 pl de medio quimicamente definido que consisti6 de DMEM/F12,

suplementado con Nitrodoma NS (suplemento para medio de cultivo (Boehringer
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Mannheim)) e ITS (insulina/ transferrina/ selenito, Sigma). Los factores de crecimiento
utilizados fueron: factor de crecimiento de queratinocitos (KGF), factor de crecimiento
epidérmico (EGF), factor de crecimiento de fibroblastos de tipo basico (bFGF) y factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF) (todos de Collaborative Research) a una concentracion
final de 50 ng/ml. Experimentos previos a la realizacion de este trabajo permitieron
determinar que 50 ng/ml era una concentracion adecuada para realizar los experimentos de
morfogénesis (Lochter y Bissell, resultados no publicados). El factor transformante beta -1
(TGF-B1; R&D Systems) se utilizd a una concentracion final de 20 ng/ml. Todos los
reactivos fueron agregados a los organoides de forma inmediata, tras la solidificacion del

colageno. El medio de cultivo se cambi6 cada 2-3 dias.

Proteasas e inhibidores.

La leupeptina, pepstatina A y E64 (todos de Sigma) fueron utilizados a una
concentracion final de 1, 1.5 y 10 uM respectivamente. El acido hidroxamico, GM6001 y
GM1210 (su analogo estructural inactivo), obsequio del Dr R. Galardy (Glycomed, Alameda,
Ca), fueron disueltos en dimetil sulfoxido a una concentracion de 100 mM y usados en los
cultivos en una concentracion final de 10 pM. GM6001 es un inhibidor general de
metaloproteasas con un Ki menor a 100 nM (Grobelny et al., 1992;Gijbels et al.,, 1994).
Tiene un Ki de 27 nM para Str-1, 0.4 nM para colagenasa de fibroblastos de piel, 0.5 nM
para gelatinasa A, 0.2 nM para gelatinasa B y 0.1 nM para colagenasa de neutrdfilos
(Galardy et al,, 1994). Han sido ampliamente utilizados en sistemas de cultivo y no han
tenido efectos toxicos sobre nuestro sistema de células en particular (Lochter et al., 1997b).

TIMP-1 y TIMP-2 recombinantes humanos fueron un obsequio de Joni Mott y Michael
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Banda (Lawrence Berkeley National Laboratory). Se utilizaron a una concentracion final de

150 y 50 nM respectivamente.

Estromelisina-1 recombinante humana se expreso y purifico de la levadura Pichia
Pastoris (Lochter et al,, 1999). Zimogramas de caseina indicaron que la enzima estaba
proteoliticamente activa. Antes de ser utilizada en los cultivos celulares, la Str-1 se dializo
contra DMEM/F12. A continuacion, 1 mg/ml de la misma se activé por incubacion con 1
pg/ml de tripsina (Life Technologies) durante 1 hora a 37°C. La tripsina fue luego inhibida
por el agregado de inhibidor de tripsina de soja (SBTI, Sigma) que se agregd a una
concentracion final de 10 pg/ml. Una mezcla de tripsina y SBTI fue utilizada como control

en los experimentos en los cuales se utilizo Str-1.

El plasmindgeno (Sigma), la plasmina (America Diagnostica) y el uPA (Sigma)
fueron utilizados en una concentracion final de 8.5 pg/ml, 10 pg/ml y 10 pg/ml

respectivamente.

Analisis de la morfogénesis.

Se analizo el proceso de ramificacion durante la morfogénesis de los organoides y los
cumulos epiteliales en geles de colageno de tipo I tras 4-6 dias en cultivo. Se definio un
fenotipo ramificado como un organoide o cumulo epitelial con por lo menos una
ramificacion que se extendia del cuerpo central. Para aseguramos de que se trataba de una
ramificacion y no una extension de una sola célula, los cultivos fueron tefiidos con DAPI y

analizados bajo un microscopio de fluorescencia. La cuantificacion se realizé contando el
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porcentaje de organoides o cimulos con ramificaciones en cada hoyo, o el numero de
ramificaciones por organoide/ cimulo utilizando un microscopio invertido. Los experimentos
se realizaron por duplicado o triplicado. La significancia estadistica se determiné por
ANOVA, con el post test de Dunnett cuando se compararon todos los grupos con el control,
o el post test de Tukey para comparar todos los grupos entre si. Se utiliz6 el programa de

estadistica Instat de GraphPad.

Zimografia.

Se efectuaron zimogramas de gelatina y caseina del medio de cultivo quimicamente
definido condicionado durante 2 dias por los cultivos celulares, como se describid
previamente (Talhouk et al, 1991;Lochter et al, 1997a). El medio condicionado se
concentré 20 veces utilizando filtros Centricon 10 (Amicon) y luego se mezcl6é con buffer
Laemmli sin agentes reductores. Las muestras se incubaron durante 15 minutos a 37°C y
luego se separaron en geles de SDS-poliacrilamida al 8% conteniendo 1 mg/ml de a-caseina
o gelatina (ambos de Sigma). Una vez finalizada la electroforesis, los geles fueron incubados
durante 30 minutos en una solucion de 2.5% Triton X-100 y luego durante 2 dias a 37°C en
100 mM Tris-HCl, pH 7.4 conteniendo 15 mM CaCl,. Los geles fueron teiiidos con
Coomasie Blue R-250 y destefiidos con agua. La aparicion de zonas claras contra un fondo
oscuro reveld la presencia de actividad proteolitica. Para confirmar que las bandas obtenidas
eran realmente debidas a la actividad de metaloproteasas (y no otro tipo de proteasa), el
inhibidor de metaloproteasas, 1, 10-fenantrolina (1mM), fue agregado a las muestras y estas
se incubaron durante 30 minutos a 37°C previo al agregado del buffer de corrida (Unemori

and Werb, 1986). Este inhibidor se agregd en todos los pasos de incubacion después de la
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electroforesis. Para confirmar que las bandas correspondian a las forma activas de las
metaloproteasas, las muestras se trataron durante una hora con 1 mM APMA (acetato p-
aminofenilmercurico; Sigma). Las bandas obtenidas fueron luego comparadas con las de las
muestras no tratadas con APMA. En cada caso se muestran zimogramas representativos de

por lo menos tres experimentos independientes.

Immunoflorescencia.

Para analizar la organizacion de los organoides primarios, los geles de colageno
conteniendo los organoides se fijaron en 10% formalina (Sigma) durante 30 minutos. A
continuacion se lavaron durante 20 minutos con 50 mM glicina en PBS, seguido de 2 lavados
con PBS de 30 minutos cada uno. Luego, los geles fueron incubados “overnight” a 4°C en
una solucion de 20% sucrosa en PBS. Esta luego se reemplazo por una solucion de 30%
sucrosa en PBS y se incubo durante una hora a temperatura ambiente. Finalmente, los geles
fueron montados con OCT durante una hora y luego congelados en una mezcla de etanol-
hielo seco. Se realizaron cortes de 5-20 um en un criostato. Se secaron a temperatura
ambiente durante 30 minutos y se fijaron con formalina 10% o metanol:acetona (1:1). Se
lavaron tres veces con 50 mM glicina (solo en el caso de la fijacion con formalina), y se
bloquearon durante 30 minutos con solucién de bloqueo compuesta por 15% suero fetal

bovino y 0.2% Tween-20 en PBS.
Los anticuerpos primarios utilizados y las diluciones fueron las siguientes: policlonal

hecho en conejo contra queratinas bovinas (dilucion 1/10, Dako), monoclonal de raton contra

actina de musculo liso a (dilucion 1/200, Sigma), policlonal hecho en conejo contra
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laminina (dilucion 1/200, Sigma), monoclonal de rata contra entactina (dilucién 1/60, Upstate
Biotechnologies), monoclonal hecho en raton contra vimentina (dilucion 1/200, Sigma). En
todos los casos se incubd la muestra con el anticuerpo primario en soluciéon de bloqueo
durante 30 minutos, a excepcion de la vimentina, que requirid una incubacion a 4°C
“overnight”. Tras la incubacion con los anticuerpos primarios, los vidrios fueron lavados 5
veces con PBS e incubados con los respectivos anticuerpos secundarios. Se utilizaron los
siguientes: contra raton hecho en cabra conjugado con Texas Red (dilucion 1/100, Caltag),
contra conejo hecho en oveja conjugado con FITC (dilucion 1/100, Zymed), y contra rata
hecho en cabra conjugado con Texas Red (dilucion 1/100, Caltag). Los mismos se incubaron
en buffer de bloqueo durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los portas fueron luego
lavados 5 veces en PBS y los nucleos teftidos con DAPI (dilucion 1/10,000 en PBS, Sigma).

Finalmente, fueron montados con Vectashield (Vector Laboratories).

En el caso de las immunofluorescencias realizadas en tejidos de ratones control,
transgénicos PR-A y knock-out se procedio de la misma manera que para los cortes de
organoides. En todos los casos se trabajo con tejido congelado que fue cortado utilizando un
criostato en cortes de entre 8-10 pm. Los mismos fueron fijados en metanol:acetona (1:1).
Los tiempos de incubacion con los anticuerpos primarios fue de entre 1 a 12 horas a
temperatura ambiente para los tiempos cortos, y a 4°C si se dejaban toda la noche. Se
utilizaron como controles hermanos de la misma camada no alterados genéticamente, y en el
caso de no contar con ellos, se utilizaron ratones de la misma cepa y de la misma edad. Los
anticuerpos utilizados fueron los siguientes: policlonal hecho conejo contra MT1-MMP

(dilucion 1/125, Chemicon International, Inc.) ,monoclonal de raton contra MMP-2 (dilucion
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1/100, Chemicon International, Inc.), policlonal hecho en conejo contra laminina-1 (dilucion
1/100, Telios Pharmaceuticals), policlonal hecho en cabra contra colageno III (dilucion
1/100, Southern Biotechnology), policlonal hecho en cabra contra colageno IV (dilucion
1/100, Southern Biotechnology) y policlonal contra laminina-5, que fue un obsequio del Dr.
Vito Quaranta, diluciéon 1/50, (Koshikawa et al., 2000). Para la deteccion de PCNA se utilizé
un anticuerpo monoclonal de raton conjugado con fluoresceina (dilucuén 1/10, DAKO). Para
detectar los anticuerpos primarios generados en cabra se utilizo un anti-cabra fluoresceinado
(Pierce, Rockford, IL). En el caso de utilizar anticuerpos monoclonales de raton sobre los
tejidos congelados se realizo un bloqueo adicional con M.O.M. (Mouse on Mouse, Vector
Laboratories). Los experimentos de integridad de la membrana basal en los ratones PR-A
fueron realizados en por lo menos tres experimentos independientes (salvo en el caso de la
doble marcacion MMP-2/laminina-5, que fue realizado dos veces) con por lo menos dos
animales transgénicos en cada caso, y sus respectivos controles. Con respecto a la marcacion
para MT1-MMP en los estadios de desarrollo de la glandula mamaria del raton, el mismo fue
realizado en un Gnico experimento. Se analizaron varios cortes de hembras virgenes de 4-5
semanas, dos hembras prefiadas, una lactante y dos en estado de involucion. Por ultimo con
respecto a los animales PR-A y knock-out, para los transgénicos se realiz6 un unico
experimento con dos animales, y en el caso del knock-out se analizaron dos ratones con sus

respectivos controles en dos experimentos independientes.
Para determinar los porcentajes de cada tipo celular en los cultivos primarios los

organoides fueron sembrados en “chamber slides” en medio conteniendo 5% suero fetal

bovino, y mantenidos en cultivo durante 2 dias. A continuacion se lavaron 2 veces con PBS y
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se fijaron y marcaron como se indicé en el parrafo superior. El porcentaje de cada tipo
celular se determiné contando el nimero de células positivas para queratina, vimentina y
actina de musculo liso en 3 areas elegidas al azar. Se contaron por lo menos 200 células en

cada area. Este experimento se realizé dos veces.

Adquisicion y procesado de la imagen.

Las imagenes fueron capturadas usando un objetivo Zeiss Neofluor 40x con una
apertura numérica de 0.75 en un Axiovert Zeiss equipado con epifluorescencia. Un espejo
dicroico con pasaje multibanda, y un filtro de longitudes de onda diferencial fueron usados
para excitar a los fluorocromos en secuencia. Las imagenes fueron capturadas con un
dispositivo adosado de grado cientifico de 12-bit con una camara digital XIIIx (Vancouver,
Canada). La intesidad relativa de las imagenes fue obtenida cuando las figuras fueron
construidas usando Scilimage (TNO Institute of Applied Physics, Delt, The Netherlands)
para poner en escala los datos de 12-bit y convertirlos a 8-bit. La estandarizacion de las
imagenes fue lograda comparando solo imagenes marcadas el mismo dia, en el mismo
experimento con el mismo anticuerpo, y capturadas con idénticos parametros y procesadas de

la misma manera.

Proliferacion celular y deteccion de células apoptoticas.

Los experimentos de proliferacion celular se realizaron en placas de 96 hoyos. Tanto
los organoides como los cimulos epiteliales se embebieron en geles de colageno tipo 1. Para
embeberlos, se utilizaron 50 pl de colageno tanto para la capa basal como para la superior.

Las células fueron mantenidas en cultivo durante 6 dias en 100 pl de medio quimicamente
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definido suplementado con los factores de crecimiento. Para medir el numero celular, 20 pl
de Alamar Blue (Accumed International; Ahmed et al, 1994) fueron agregados a cada
pocillo e incubados durante 4 horas a 37°C. La absorbancia fue medida a 570 y 600 nm y el

numero celular relativo calculado. Los ensayos fueron realizados por cuadruplicados.

Para medir apoptosis se utilizo el kit de deteccion de apoptosis in situ (Boehringer
Mannheim), el cual marca con FITC los extremos 3’OH de los fragmentos de DNA. Esto se
realiz6 en cortes de criostato de 10 pm (Boudreau et al,, 1995;Weaver et al,, 1997). El

experimento que se muestra es representativo de dos experimentos independientes.

Preparacion de epimorfina recombinante.

La epimorfina recombinante fue producida en la cepa de Escherichia coli BL-21 y
purificada en presencia de 8M urea como se describi6 previamente (Oka y Hirai, 1996, Hirai
et al., 2001). Brevemente, el cDNA de una mutante de delecion que carece del dominio 3’
coil-coil de epimorfina marcada con la secuencia 6Xhis, fue generada por PCR e insertada en
el vector de expresion PET3a (Novagen). La proteina recombinante fue purificada con
esferas de Ni-NTA-agarosa (Qiagen) y dializada contra 150 mM NaCl durante 1 hora,
seguido por 12 horas de dializado contra PBS. La solucion resultante fue luego esterilizada

por filtracion.

RT-PCR
Para la sintesis de cDNA, 2.5 pg de RNA total celular preparado con TRIzol (Life

Technologies) de acuerdo a las instrucciones de la compaiiia y 20 unidades de transcriptasa
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reversa (Boehringer Mannheim), a 37°C durante 3 horas. La Str-1 fue amplificada con un
primer 5’ (5'-GCT GCC ATT TCT AAT AAA GAG A-3") y un primer 3' (5-GCA CTT CCT
TTC ACA AAG-3") como se describié previamente (Lochter et al., 1997a). Como control de
integridad del RNA, se realizo una RT-PCR para actina con los siguientes primers: primer 5’
(5'- GCT GGT CGT CGA CAA CGG CT-3"), y 3' (5-ATG ACC TGG CCG TCA GGC-3").
Para controlar que no hubiese DNA gendmico en la preparacion de RNA, se realizé una PCR
con el RNA previo a la sintesis de cDNA. Los fragmentos obtenidos tras la RT-PCR fueron
analizados en geles de agarosa al 1.5% vy teiiidos con bromuro de etidio. La imagen fue
capturada con un sistema de analisis de imagen Eagle Eye II (Stratagene, La Jolla, Ca). El

experimento que se muestra es representativo de dos experimentos independientes.

Ratones transgénicos y knock-out.

Los ratones transgénicos PR-A sobreexpresan la isoforma A del PR. La forma en que
se generaron estos ratones y el fenotipo de los mismos ha sido descrito previamente
(Shyamala et al., 1998). Para evitar la posibilidad de que la sobreexpresion de la isoforma A
del PR afectase la fertilidad de los ratones, se utilizo para su generacion un sistema
transgénico binario en el cual un gen GAL-4, bajo un promotor de citomegalovirus murino
(ratones CMV-GAL-4) sirvi6 como transactivador para el gen PR-A, que contenia en su
promotor cuatro sitios de union para GAL-4 (ratones UAS-PR-A). La cruza de los ratones
CMV-GAL-4 con los UAS-PR-A resultd en ratones bigénicos que sobreexpresaban el gen
PR-A. La Figura 9 muestra los plasmidos utilizados para la construccion del sistema binario.

Para verificar que los ratones expresasen el transgen se realizaron controles por RT-PCR.
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Figura 9: Representacion esquematica de los los plasmidos utilizados en el sistema
binario.

(A) Inserciéon del gen GAL-4 en un vector de expresién conteniendo secuencias de
splicing y poliadenilacion de SV40. (B) cDNA del PR de raton conteniendo solo el ATG
2, el intrén 1 y los sitios de splicing y poliadenilacién de SV40, fusionado con el
fragmento UAS TATA que contiene cuatro sitios de unioén para GALA4.




Los primers utilizados fueron los siguientes: para el transgen PR-A: primer 5°, de la
secuencia del cDNA de PR, PR-2527, 5’-CGAATTGATCAAGGCAATTGGT-3’; primer 3’,
de la secuencia de terminacion del SV40, 5’-AGACACTCTATGCCTGTGTGGAG-3’; para
el transgen GAL-4: primer 5’ se usé la secuencia lider no traducida de GAL-4 (UTL), 5’-
GAAGCAAGCCTCCTGAAAGA-3’, para el primer 3’ a partir de GAL-4 784 5'-
CACTGAAGCCAATCTATCTG-3’; y para el PR endogeno, para el primer 5°, a partir de la
secuencia UTL del PR, 5’~-AAAAGGGGAGCTTGGGTCGT-3’, para el primer 3’a partir de

la secuencia 440 de PR, 5’-CAAAGAGACACCAGGAAGTG-3".

Los ratones knock-out para el PR han sido descriptos previamente (Lydon et al,
1995). Los mismos fueron generados por insercion de un cassette de resistencia a neomicina
en el primer exon del gen que codifica para PR, lo cual resulté en un mensajero truncado y

no codificante.

Preparacion de los montajes totales de glandula mamaria.

La glandula mamaria inguinal nimero 4 fue extirpada y fijada en solucion de Carnoy
(etanol acido) a temperatura ambiente. El tejido fue luego lavado en 70% etanol, enjuagado
en agua destilada y tefiido overnight en solucion de carmine (0.2% carmine, 0.5% sulfato de
aluminio potasio (ambos de Sigma)) a temperatura ambiente. Los tejidos tefiidos fueron
deshidratados por incubaciones en un gradiente seriado de etanol, tolueno y luego guardados
en metil salicilato. Para examenes histologicos, las estructuras de interés fueron cortadas y

embebidas en parafina, para luego realizar cortes de 4 um y teiiirlos con hematoxilina/ eosina
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en forma estandar. Los montajes totales mostrados son representativos de por lo menos tres

experimentos independientes.

Tratamientos hormonales.

En todos los casos se utilizaron ratones de la cepa FVB, excepto en el caso de los
ratones knock-out que fueron generados en la cepa 129sv/C57. Ratones adultos de entre 9 y
12 semanas de edad fueron utilizados en todos los experimentos. Para los experimentos de
regulacion hormonal de la actividad proteolitica, los ratones fueron ovariectomizados, y tras
14 dias, tratados con los esteroides durante 5 dias. El estradiol (100 ng/ratén) y Ia
progesterona (1 mg/raton) fueron administradas diariamente por inyeccion intraperitoneal en

solucion salina como se describié previamente (Shyamala et al., 1997).

Zimogramas de tejidos.

Para analizar la actividad proteolitica en las glandulas mamarias de los ratones, se
extirpd la glandula nimero 4, se homoegenizé en buffer RIPA insoluble (50mM Tris, pH 8.0
con 150 mM NaCl, 0.1% SDS, 0.5% deoxicolato y 1% NP40). Los homogenatos fueron
centrifugados durante 15 minutos a 18 Xg a 4°C y los sobrenandantes (70 pg/calle) corridos
en geles de poliacrilamida como se describi6 para los medios condicionados de los cultivos
de organoides y cimulos epiteliales. La cuantificacion de las bandas fue realizada utilizando
un densitometro de tipo laser (Chemimager). Para determinar si las diferencias de los niveles
de gelatinasas entre los transgénicos y sus controles, y los ratones knock-out y sus controles
eran estadisticamente significativas, se realiz6 un Test t de Student, utilizando el programa de

estadistica Instat de GraphPad.



Resultados
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Resultados

Parte I

Las metaloproteasas estan involucradas en la morfogénesis de organoides primarios de

glandula mamaria de ratén.

Para estudiar la capacidad morfogenética de células epiteliales de mama de raton, que
estuviesen en contacto entre ellas, y en un contexto adecuado, se aislaron organoides
primarios a partir de glandulas mamarias de ratones hembra de la cepa CD-1, de 10 semanas
edad, como se describe en la seccion de Materiales y Métodos. Los organoides estuvieron
compuestos principalmente de células epiteliales y mioepiteliales, junto con una membrana
basal y una proporcion menor de células estromales. La preparacion contuvo un 64.942.1%
de células epiteliales luminales que son positivas para queratina y negativas para actina de
musculo liso, un 22.5+5.5% de células mioepiteliales, positivas tanto para queratina como
para actina de musculo liso, y un 12.6+2.7% de fibroblastos, positivos para vimentina. Los
organoides en cortes de cridstato conservaron su polaridad, con un lumen central rodeado por
las células epiteliales luminales y mioepiteliales (Figura 10A). Por otra parte también
conservaron su membrana basal, que resulto positiva para laminina, entactina y colageno de
tipo IV (Figura 10B). Por lo tanto podemos decir que a partir de cultivos primarios de
glandula mamaria de ratoén se aislaron organoides estructuralmente respresentativos de la

glandula mamaria normal, con todos sus componentes.



AML y queratina. Laminina

Figura 10: Los organoides primarios tienen células mioepiteliales y una membrana basal.

Los organoides primarios fueron montados y congelados tras su preparacion. (A)
Deteccion de células positivas para queratina (verde) y actina de masculo liso (AML;
rojo). (B) Deteccion de laminina (verde). Se observd el mismo tipo de marcacion para
colageno de tipo IV y entactina (no mostrado). En ambos casos los nucleos estan tefiidos

con DAPI (azul). La raya representa 50 pum.




Cuando los organoides mamarios fueron embebidos en una matriz de colageno de
tipo I, e incubados durante 4-6 dias en medio libre de suero conteniendo insulina como el
tnico factor exdgeno de supervivencia, la aparicion de ramificaciones a partir de los
organoides fue minima; s6lo un 25-30% de los mismos present6 ramas cortas. Los factores
de crecimiento EGF, HGF, bFGF y KGF fueron todos capaces de promover la morfogénesis
de los organoides, que se visualizd como la aparicion de ramificaciones a partir del cuerpo
central (Figura 11). Esta respuesta fue dosis dependiente. Por otra parte, los organoides
conservaron su lumen después de varios dias en cultivo, tanto en la presencia como ausencia

de factores de crecimiento (Figura 12).

Como primer paso en el analisis del rol de las proteasas en el proceso morfogenético
observado en el cultivo de organoides, se analizd por zimogramas la actividad proteolitica en
el medio condicionado. Zimogramas de gelatina revelaron la presencia de la forma latente y
activa de gelatinasa A o MMP-2 (L GA, A GA respectivamente), la forma latente de
gelatinasa B o MMP-9 (L GB) y una gelatinasa de alto peso molecular (140 kDa; HG)
(Figura 13A). Las bandas correspondientes a las gelatinasas A y B, pero no la de 140 kDa,
fueron inhibidas por el inhibidor de metaloproteasas 1,10-fenantrolina (Figura 13B). Por
zimogramas de caseina detectamos la forma latente de Str-1 (L Str-1; Figura 13A), y por
zimogramas de caseina-plasmindgeno, un activador del plasmindgeno (PA; Figura 13A). El
analisis de los medios condicionados de organoides tratados con factores de crecimiento
revelé que en los grupos tratados hubo un aumento en la cantidad de actividad proteolitica

detectada respecto de los controles. Este aumento es muy probablemente debido al
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% organoides ramificados.

Control EGF T KGF BFGF | HGF

Figura 11: Induccién de la morfogénesis por factores de crecimiento.

Organoides primarios fueron cultivados en geles de colageno tipo I durante 4-6 dias y
tratados con uno de los siguientes factores de crecimiento: EGF, KGF, bFGF o HGF a
una concentracion de 50 ng/ml. (A) Cuantificacion del porcentaje de organoides
ramificados. Se muestra la media + DS de tres experimentos. Las diferencias entre el
grupo control y cada uno de los tratados fue estadisticamente significativa (**; P< 0.05).
(B) Apariencia de los organoides control y tratados con factores de crecimiento. La raya

representa 200 um.




KGF Dia 4

Figura 12: Presencia de un lumen en organoides primarios.

Los cortes muestran un organoide recién preparado (A) y tras 4 dias de tratamiento con

KGF (B). Los nucleos fueron tefiidos con DAPI. La raya representa 100 pum.




A B

Gelatina

SinFC EGF HGF bFGF KGF

Caseina
SinFC EGF HGF bFGF KGF

I: medio condicionado control.
II: medio condicionado control
+ fenantrolina.

Plasminégen caseina
SinFC EGF HGF bFGF KGF

Figura 13: Los factores de crecimiento no afectan el grado de activacién de las

proteasas. i
Organoides primarios fueron tratados en geles de colageno durante 4-6 dias con EGF,

HGF, bFGF, KGF o no tratados (Sin FC). Los medios condicionados fueron recogidos y
analizados por zimografia. (A) Zimogramas de gelatina, caseina y caseina-plasmindgeno.
Se detectaron bandas de actividad proteolitica correspondientes a gelatinasa A latente y
activa (L GA, A GA), gelatinasa B latente (L GB) y una gelatinasa de alto peso molecular
(HG). En el gel de caseina se detecto la presencia de la estromelisina-1 latente (L Str-1).
En el gel de caseina plasminégeno se detecto un activador de plasminégeno (PA). (B)
Inhibicion de la actividad proteolitica por 1,10-fenantrolina en el caso de las gelatinasas
Ay B; no se inhibi6 la actividad de la gelatinasa de alto peso molecular por lo cual la

misma no corresponderia a una metaloproteasa.




incremento en el nimero celular. No se observaron cambios en la activacion de ninguna de

las proteasas detectadas.

Para determinar si las proteasas estaban involucradas en el proceso morfogenético, los
organoides fueron cultivados en presencia de inhibidores de proteasas. Los inhibidores
especificos para cisteina proteasas (E64), serina proteasas (leupeptina y aprotinina) y aspartil
proteasas (pepstatina) no afectaron la aparicion de ramificaciones en los organoides, tanto en
ausencia como en presencia de los factores de crecimiento. En cambio, el tratamiento con el
inhibidor de metaloproteasas, GM6001, pero no con su homologo estructural inactivo,
GM1210, redujo la capacidad de morfogénesis de los organoides. Esta inhibicion fue
independiente del factor de crecimiento usado para estimular la ramificacion e incluso
inhibié los niveles basales de morfogénesis observados en ausencia de factores de
crecimiento (Figura 14A y B). La inhibicién de la morfogénesis por GM6001 fue reversible;
organoides crecidos durante 4 dias en presencia de cualquiera de los cuatro factores de
crecimineto y GM6001 empezaron a ramificar cuando se lavo el GM6001 del medio y se
incubo durante 6 dias adicionales (Figura 14B). Para confirmar que el efecto obtenido con
GM6001 era reailmente debido a una inhibicion especifica de la actividad de metaloproteasas,
se trataron los organoides en presencia de KGF con TIMP-1 y TIMP-2 recombinantes.
Ambos TIMPs inhibieron la morfogénesis de los organoides, a niveles similares a los
obtenidos con GM6001 (Figura 15A). Este efecto fue también reversible (Figura 15B). Estos
resultados demuestran que las metaloproteasas son necesarias para la morfogénesis de los
organoides mamarios, y que por otra parte los inhibidores de metaloproteasas no afectan la

viabilidad de los organoides ya que el efecto fue reversible.

83



;%7% %

*kk [/

% organoides ramificados.

KGF
wn
0
o
S
=
= % z 1
E /
g 2 7 7 7
= 2
@
/| ZRY% 5
-.-g N { *kk [
c g /
5 ’ L
S . / : ® 0 | —
@ A 7 e i
o~ é /
S e . q‘ Sin factor de Reversibilidad
& @® @ o N crecimiento
EGF

Figura 14: El inhibidor de metaloproteasas GM6001 suprime la morfogénesis.

(A) Cuantificacion del porcentaje de organoides ramificados tratados con (i) KGF o (ii)
EGF en presencia de los siguientes inhibidores de proteasas: E64, pepstatina (pep),
leupeptina (leu), aprotinina (apr) GM6001 (GM6) o GM1210 (GM12). Sélo el inhibidor
de metaloproteasas, GM6001, inhibi6 de forma estadisticamente significativa tanto la
morfogénesis basal (sin factores de crecimiento; S/FC) como la inducida por factores de
crecimiento. Se muestran la media + DS de dos experimentos realizados por triplicado;
(*; P<0.05), (***;, P<0.001). Resultados similares fueron obtenidos con HGF y KGF. (B)
Apariencia de los organoides tratados con KGF o EGF en presencia o ausencia de
GM6001 durante 6 dias. No hay ramificaciones en aquellos crecidos en presencia del
inhibidor de metaloproteasas. Reversibilidad: organoide que tras la eliminacion del
GM6001 del medio de cultivo es capaz de ramificarse en presencia de KGF. Resultados
similares fueron obtenidos con los demas factores de crecimineto. La raya representa 400

wm.
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Figura 15: TIMP-1 y TIMP-2 inhiben la morfogénesis inducida por KGF.

(A) Cuantificacion del porcentaje de organoides ramificados en presencia de KGF
tratados o no con TIMP-1, TIMP-2 o GM6001. Ambos TIMPs y el GM6001 inhibieron
en forma estadisticamente significativa la morfogénesis inducida por KGF. Se muestra la
media + DS de dos experimentos realizados por duplicado; (***; P< 0.001). (B)
Apariencia de los organoides en presencia de KGF tratados o no con TIMP-1 o TIMP-2.
(C) Reversibilidad del efecto inhibitorio de TIMP-1 y TIMP-2; los organoides fueron
cultivados en presencia de KGF durante 6 dias tras la eliminacion de los TIMPs del

medio de cultivo. La raya representa 400 um.




Los fibroblastos mamarios secretan el factor de crecimiento HGF, asi como otros
factores de crecimiento polipeptidicos que promueven la morfogénesis del epitelio mamario
(Cunha, 1994). Encontramos que co-cultivos de organoides primarios con fibroblastos de
glandula mamaria estimul6 la morfogénesis de los organoides a un nivel similar al obtenido
con los factores de crecimiento en forma individual (Figura 16). El desarrollo de estas
ramificaciones fue también inhibida por GM6001, pero no por los inhibidores a los demas
tipos de proteasas. Estos resultados sugieren que los efectos de los fibroblastos sobre los
organoides epiteliales, aunque mediados por factores de crecimiento, requieren de la

actividad de metaloproteasas.

El desarrollo de ramificaciones durante el proceso de morfogénesis requiere tanto de
la proliferacion celular como de la invasion de la matriz que rodea a las células epiteliales.
Para determinar si el inhibidor de metaloproteasas estaba afectando la proliferacion de los
organoides cultivados en los geles de colageno, se cuantificaron las células de los mismos
tras un tratamiento con KGF o KGF + GM6001 por 6 dias. Encontramos un menor nimero
de células en el grupo tratado con el inhibidor de metaloproteasas (Figura 17A). Esta
disminucion en el nimero celular podria deberse a un incremento en la muerte celular, o a
una disminucion de la proliferacion. Para ello realizamos una marcacion para detectar células
apoptoticas en organoides sometidos a ambos tratamientos. Encontramos que habia un bajo
nimero de células muriendo en los dos grupos (Figura 17B). En ambos casos, los organoides
mantuvieron su lumen y polaridad, demostrado por marcacion de actina de musculo liso que
permitio detectar a las células mioepiteliales en la periferia de los organoides. Nuestros

resultados sugieren que las metaloproteasas afectan la morfogénesis de los organoides
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Figura 16: Rol de las metaloproteasas en la morfogénesis inducida por medio
condicionado de fibroblastos.

Cuantificacion del porcentaje de organoides ramificados al co-cultivarlos en presencia de
fibroblastos provenientes de glandulas mamarias de hembras virgenes (Fv). Solo el
inhibidor de metaloproteasas GM6001 suprimi6 en forma estadisticamente significativa

la morfogénesis. Se muestra la media + DS de dos experimentos realizados por triplicado;

(**; P<0.01).
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Figura 17: GM6001 inhibe la proliferacion celular de los organoides pero no incrementa

la apoptosis.

Tras 6 dias de tratamiento con KGF o KGF+GM6001 se cuantifico el numero celular (A)
y se marco para detectar el nimero de células apoptoticas (B). En el caso del grupo
tratado con KGF+GM6001 el numero de células fue igual al encontrado en el grupo
control no tratado (S/FC). Se muestra la media + DS de dos experimentos realizados por
octuplicado. Esto no fue el caso para el grupo tratado con KGF que incremento el nimero
celular en un 70% aproximadamente. La marcacion de células apoptoticas (verde) revelo
que este fenomeno no incremento al tratar con GM6001. En rojo se muestra marcacion
para actina de musculo liso; los nucleos estan tefiidos con DAPI (azul). La raya

representa 200pm.




primarios cultivados en colageno de tipo I tanto a nivel de invasion como de proliferacion
celular. Sin embargo, el GM6001 no afectd la proliferacion de células epiteliales aisladas
cultivadas en geles de colageno (ver mas adelante), lo cual indicaria que en el caso de los
organoides este seria un efecto secundario que probablemente es dependiente del contexto en

el cual se hallan las células epiteliales al formar parte del organoide.

La estromelisina-1 induce la morfogénesis de organoides primarios.

Los experimentos usando inhibidores de metaloproteasas indican que estas son
necesarias para el proceso de morfogénesis de los organoides primarios. Si las
metaloproteasas actuasen rio-abajo de los factores de crecimiento, entonces seria de esperar
que el agregado exogeno de metaloproteasas fuese suficiente para inducir el desarrollo de
ramificaciones. Efectivamente el agregado de Str-1 recombinante (rStr-1) activada a los
cultivos de organoides indujo una respuesta morfogenética dosis dependiente (Figura 18A y
B). El hecho de que la estromelisina estaba cataliticamente activa fue demostrado por la
activacion de la gelatinasa B que se observo en el medio condicionado de los cultivos (Figura
18C). La expresion y/o activacion de la gelatinasa A no fue alterada por el tratamiento con
rStr-1. El efecto morfogenético de la rStr-1 no fue, sin embargo, resultado de la activacion de
la gelatinasa B; el tratamiento de organoides con gelatinasa B recombinante activada no
indujo cambios en los organoides (no mostrado). Tampoco hubo efecto al agregar
exdgenamente gelatinasa A recombinante (no mostrado). Como era de esperar, el efecto de
rStr-1 fue inhibido por GM6001 (Figura 18D). Estos datos sugieren un importante y tal vez

especifico efecto de Str-1 sobre la morfogénesis de organoides mamarios.
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Figura 18: La rStr-1 induce la morfogénesis de organoides primarios.

(A) Curva de dosis respuesta a rStr-1. Se muestra la media + DS de tres experimentos.
(B) GM6001 inhibi6 la morfogénesis inducida por rStr-1. La rStr-1 indujo la formacion
de ramificaciones; la diferencia con el control fue estadisticamente significativa (**P;
<0.01). Este efecto fue inhibido por GM6001 (***; P<0.001). Se muestra la media + DS
de tres experimentos. Para calcular el indice de ramificacion los valores controles fueron
igualados a 1. (C) Apariencia de los organoides en geles de colageno I sin tratar, tratados
con rStr-1 y con rStr-1+GM6001. (D) Zimograma de gelatina de medios condicionados
de organoides control (C) o tratados con concentraciones crecientes de rStr-1, en ausencia
o presencia de GM6001 (GM6). T/S corresponde al grupo tratado con tripsina+inhibidor
de tripsina (SBTI). Notar la activacion de la gelatinasa B en las calles tratadas con rStr-1;
este efecto fue inhibido por GM6001. En el caso de la tripsina+SBTI no se observo

activacion de la gelatinasa como era de esperar. En (C) la raya representa: 200 pum.




La plasmina es un regulador positivo de la morfogénesis.

La serina proteasa, uPA, se expresa en altos niveles en la glandula mamaria del raton
virgen (Delannoy-Courdent et al.,, 1996). Para determinar si la cascada del plasminogeno
tiene un rol fisiologico relevante durante el proceso de ramificacion de la glandula mamaria,
se agregd uPA, plasmindgeno y plasmina a los cultivos de organoides primarios. El uPA no
tuvo efecto alguno por si solo, pero aumentd levemente el efecto morfogenético del
plasminogeno. Tanto el plasminogeno como la plasmina aumentaron la capacidad de
ramificacion de los organoides (Figura 19A, B y C). El efecto de la plasmina fue bloqueado
por el inhibidor de serina proteasas aprotinina, pero no por inhibidores de proteasas de tipo

cisteina o asparticas (Figura 19C).

La plasmina podria actuar estimulando la morfogénesis directamente o
indirectamente mediante la activacion de metaloproteasas. Se sabe que la plasmina es capaz
de activar a la Str-1 y otras metaloproteasas; esto fue confirmado por la desaparicion de la
banda correspondiente a la forma latente de Str-1 y activacion de gelatinasa B, al analizar por
zimogramas de caseina y gelatina respectivamente, los medios condicionados de organoides
tratados con plasmina (Figura 19D). Por otra parte se encontré que el GM6001 inhibio la
morfogénesis inducida por plasmina (Figura 19D). Estos resultados sugieren que el
plasmindgeno/ plasmina inducirian la morfogénesis a través de un mecanismo que

involucraria la activacion de metaloproteasas.
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Figura 19: La plasmina induce la morfogénesis de los organoides primarios.

(A) Curva de dosis respuesta a concentraciones crecientes de plasmina. Se muestra la
media + DS de tres experimentos. (B) La plasmina y el plasminogeno (Pg) indujeron la
morfogénesis (**; P<0.01). Este efecto fue bloqueado por inhibidores de proteasas; tanto
el GM6001 como la aprotinina inhibieron de forma estadisticamente significativa la
formacion de ramificaciones (***; P<0.001). Se muestra la media £+ DS de tres
experimentos. Para calcular el indice de ramificacion los valores controles fueron
igualados a 1. (C) Apariencia de organoides tratados por 6 dias con plasmina en ausencia
o presencia de aprotinina o GM6001. (D) Activacion de MMPs por Pg. Medio
condicionado de organoides tratados o no con EGF y Pg revelaron la activacion de Str-1
en el gel de caseina y de gelatinasa B (GB) en el gel de gelatina. En (C) la raya representa

150 um.




El plasmindgeno/plasmina tuvieron un efecto sinérgico al ser agregados junto con
factores de crecimiento a los cultivos de organoides. El agregado de plasmindgeno junto con
cualquiera de los cuatro factores de crecimiento aumento tanto el porcentaje de organoides
con ramificaciones, como el nimero de ramificaciones por organoide (Figura 20A, B y C). El
mismo resultado se obtuvo con plasmina (no mostrado). El hecho de que el nimero de
ramificaciones haya aumentado con el agregado de plasmindgeno/ plasmina sugeriria que el
nimero de sitios que dan origen a ramificaciones estaria regulado por la actividad

proteolitica.

La epimorfina regula la morfogénesis mamaria en forma metaloproteasa dependiente.

Los datos presentados hasta este momento demuestran que las metaloproteasas y/o
los factores de crecimiento son suficientes para promover la morfogénesis de organoides
primarios que estan compuestos por células epiteliales luminales, mioepiteliales y
fibroblastos. Sin embargo, las células mioepiteliales y los fibroblastos producen varios
factores, algunos de ellos morfogenéticos, que afectarian la respuesta de los organoides. Para
definir los requerimientos minimos para que se ramifiquen células epiteliales luminales,
realizamos los siguientes experimentos utilizando la linea celular SCp2, una linea epitelial de
glandula mamaria de raton que es capaz de ramificarse al ser cultivada en geles de colageno
tipo I, en presencia de epimorfina, una molécula morfogenética (Hirai et al., 1992;Hirai et al.,

1998).
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Figura 20: El plasmindgeno y la plasmina actuan en forma sinérgica con los factores de

crecimiento.

(A) Apariencia de organoides tratados con factores de crecimiento en ausencia o
presencia de plasminégeno (Pg). Notar el incremento tanto en tamafio como en numero
de ramificaciones al agregar el Pg. (B) Cuantificacion del porcentaje de organoides
ramificados en presencia de factores de crecimiento, con o sin Pg. En todos los casos,
salvo para el KGF, hubo un incremento estadisticamente significativo del porcentaje de
organoides ramificados en los grupos tratados con Pg (**; P<0.01) y (***; P<0.001). (C)
Efecto del Pg sobre el numero de ramificaciones por organoide: 1 a 5 ramas (barras
blancas); 6 a 10 ramas (barras rayadas) y mas de 10 ramas (barras cruzadas). En todos los
casos al agregar el Pg incremento el nimero de ramificaciones por organoide. Las figuras
muestran la media £ DS de dos experimentos realizados por triplicado. Escala en (A):

400 pm.




Encontramos que el tratamiento con GM6001 inhibi6 la morfogénesis estimulada por
la epimorfina de células SCp2 cultivadas en geles tridimensionales de colageno (Figura 21A
y B). Este resultado indicé que, como en el caso de los organoides primarios, la actividad de
metaloproteasas es necesaria para la formacion de ramificaciones en la linea celular utilizada.
Este resultado sugiere que la actividad metaloproteasa podria estar regulada por la
epimorfina. El tratamiento de células SCp2 con epimorfina durante 3 dias llevo a un gran
incremento en la sintesis de gelatinasa A, B y Str-1, al evaluar los medios condicionados por
zimografia (Figura 22A). Por otra parte, analisis del mensajero para Str-1 por RT-PCR
reveld un aumento del mRNA de Str-1 en presencia de epimorfina (Figura 22B). Este
resultado, junto con la inhibicion de la morfogénesis por GM6001 sugieren que las
metaloproteasas estarian actuando rio abajo de la epimorfina. Sin embargo, nuestros
resultados sugieren que las sefiales inducidas por la epimorfina son también necesarias, ya
que en ausencia de epimorfina las células SCp2 no se ramifican (Hirai et al.,, 1998). A
diferencia del resultado obtenido con los organoides, donde la epimorfina es aportada al
sistema por las células mioepiteliales, la Str-1 adicionada por si sola o en presencia de
factores de crecimiento no fue capaz de inducir la morfogénesis de las células SCp2 en

colageno (no mostrado).

Las metaloproteasas son requeridas para la proliferacion o l1a morfogénesis?

La proliferacion celular es necesaria para visualizar la morfogénesis (Hirai et al.,

1998). Ya que en todos los experimentos mencionados hasta este punto el GM6001 inhibi6 el

desarrollo de ramificaciones, era importante determinar si la inhibicion inducida por
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Figura 21: GMG6001 inhibe la morfogénesis de cumulos celulares inducida por

epimorfina.
Camulos de células SCp2 fueron embebidos en colageno tipo I y tratados por 6 dias con

EGF, EGF+ epimorfina (EPM) en ausencia o presencia de GM6001. (A) Cuantificacion
del porcentaje de cimulos ramificados. El GM6001 inhibié de forma estadisticamente
significativa la morfogénesis. Se muestra la media + DS de tres experimentos (***P,
<0.001). (B) Apariencia de los cumulos tratados con EGF, EGF+EPM vy
EGF+EPM+GM6001. La raya representa 200 pm.
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Figura 22: La epimorfina incrementa los niveles de Str-1 y gelatinasa A y B en células

SCp2.

(A) Células SCp2 fueron tratadas durante 48 horas con epimorfina (EPM) o PBS. Los
medios condicionados fueron luego analizados por zimogramas de gelatina y caseina.
Tanto los niveles de gelatinasa A (Gel A), de gelatinasa B (Gel B) y de estromelisina-1
(Str-1) aumentaron en presencia de epimorfina. (B) La epimorfina incrementa los niveles
de mRNA de la Str-1. Se realizo una RT-PCR de células SCp2 tratadas durante 48 horas
con EPM o PBS. Veinte, 23, 25, 30 y 35 ciclos de amplificacion se llevaron a cabo para
detectar Str-1 y actina. Mientras que los niveles de actina no variaron entre el grupo

tratado con PBS y EPM, hubo un aumento en los niveles de Str-1 en el grupo tratado con

EPM.




GM6001 era resultado de una inhibicion de la proliferacion de las células epiteliales, o si su
efecto era directamente sobre la inhibicion de la actividad proteolitica. Para responder esta
pregunta se cultivaron camulos de células SCp2 en geles tridimensionales de colageno, en
presencia de los factores de crecimiento junto con GM6001. Tras seis dias de tratamiento se
evalud el nimero celular tanto en el grupo control como en los tratados. Se encontro, a
diferencia de lo que sucedié con los organoides primarios, que el GM6001 no afecto la
proliferacion celular (Figura 23). Como control positivo para inhibicion de la proliferacion
celular, tratamos a las células con TGF-B1, y obtuvimos el resultado inhibitorio esperado
(Figura 23). Nuestros resultados demuestran que en las condiciones experimentales
utilizadas, la actividad de las metaloproteasas es necesaria para la morfogénesis pero no para

la proliferacion celular.
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Figura 23: El GM6001 no inhibe la proliferacion de células SCp2.

Células SCp2 fueron embebidas en geles de colageno tipo I y tratadas durante 6 dias con

medio solo o con el agregado de uno de uno de los siguientes factores de crecimiento:
EGF, bFGF, HGF, KGF en presencia o ausencia de GM6001, GM1210 o TGFB-1. La
cuantificacion celular fue realizada utilizando Alamar Blue. Se muestra la media + DS
de tres experimentos. Los datos se normalizaron equiparando el valor de los controles a 1.

Solo el TGFB-1 redujo en forma estadisticamente significativa el nimero celular (***;

P<0.001).




Introduccion Parte 11

En esta primera parte del trabajo analizamos en un sistema in vitro el rol de las
metaloproteasas en la morfogénesis de organoides primarios y cimulos de células epiteliales
en geles de colageno de tipo 1. Encontramos, entre otras cosas, que las mismas son un
requerimiento esencial para la formacion de ramificaciones. Ademas pudimos confirmar el
efecto morfogenético de la Str-1, previamente observado con la generacion de animales
transgénicos. Como se menciond en Introduccion, el fenotipo encontrado en las glandulas
mamarias de ratones transgénicos para Str-1 es muy similar al observado en ratones que
sobreexpresan la isoforma A del PR (ratones PR-A); ambos muestran un incremento en el
grado de ramificacion de su glandula mamaria (comparar Figuras 4 y 8). Por otra parte,
ratones knock-out para PR tienen un fenotipo que se caracteriza por un grado menor de
desarrollo respecto de sus controles (Figura 3). Estos resultados sugeririan que la via del PR
podria tener un rol en la regulacion de la actividad proteolitica en la glandula mamaria del
raton. El hecho de que las glandulas mamarias de los ratones transgénicos PR-A presenten

ademas una pérdida de laminina-1 en su membrana basal apoya esta hipotesis.

El objetivo de la segunda parte de este trabajo fue evaluar el rol de la via del PR en la
regulacion de la actividad proteolitica de la glandula mamaria. Se utilizaron como modelos
experimentales ratones trangénicos PR-A, ratones knock-out para PR y sus respectivos

controles.
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Parte 11

La pérdida de 1a membrana basal en glindulas mamarias de ratones transgénicos PR-A

esta acompaiiada por un incremento de la proliferacion celular.

Se demostrd previamente que la glandula mamaria de los ratones transgénicos PR-A
presenta una pérdida en la continuidad de la membrana basal; la misma se evidencio por una
marcacion discontinua para laminina-1 (Shyamala et al, 1998). Esta pérdida en la
continuidad de la membrana basal no fue caracteristica de toda la glandula en los ratones
transgénicos, sino que estuvo solamente asociada a zonas de desorganizacion a nivel tisular,
con la presencia de estructuras epiteliales aberrantes. Ademas de la laminina-1, la laminina-5
y el colageno de tipo IV son componentes esenciales de la membrana basal. Para determinar
si estos componentes de la membrana basal estaban afectados en los ratones transgénicos,
examinamos la immunolocalizacion de los mismos. Encontramos que tanto para la laminina-
5 como para el colageno IV la marcacion no era continua en las zonas aberrantes de las
glandulas mamarias de los ratones PR-A (Figura 24), confirmando la observacion previa
respecto de alteraciones en los componentes de la membrana basal en los ratones PR-A. A
continuacion analizamos la inmunolocalizacion del colageno ITII. Como con la marcacion
para componentes de la membrana basal, la marcacion para colageno III se vio alterada en las
zonas de morfologia anormal en las glandulas mamarias de los ratones PR-A (Figura 24).

Por lo tanto en las glandulas mamarias de los ratones PR-A la disminuciéon en la marcacion
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Figura 24: En las glandulas mamarias de los ratones transgénicos hay una pérdida en la
marcacion para laminina-5, colageno IV y colageno III.

Se extirparon glandulas mamarias de ratones transgénicos PR-A y de sus controles y se

congelaron y procesaron para inmunofluorescencia. Las imagenes de la columna izquierda
corresponden a los controles y las de la derecha a los transgénicos PR-A. En cada caso se
indica el componente de la matriz extracelular marcado. En todos los casos se observo una
marcacion continua en los controles; en las zonas aberrantes de las glandulas mamarias de los
ratones PR-A la marca fue discontinua para los tres componentes. En el caso de la marcacion
para colageno III se muestra una zona con morfologia normal (marcada) adyacente a una
aberrante donde se ve menor intensidad de marcacion. En verde estan marcados la laminina-

5, y los colageno III y IV. Los nucleos estan tefiidos con DAPI (azul).



para lamininas y colagenos confirmaron que la matriz extracelular estaba ampliamente

alterada.

Durante el desarrollo de la glandula mamaria, la morfogénesis esta acompafiada por
remodelacion de la membrana basal cuando las células epiteliales proliferantes invaden el
estroma. Tanto la remodelacion de la membrana basal como el incremento en proliferacion
durante el desarrollo de la mama se dan como respuesta a un aumento en los niveles
circulantes de estrogenos y progesterona. Analisis de la frecuencia de células positivas para
PCNA, un indice de la proliferacion celular, revel6 que habia un incremento en la proporcion
de células positivas en las glandulas mamarias de los ratones PR-A (Figura 25 y 25B). Si este
incremento en la proliferacion celular junto con la pérdida de los componentes de la matriz
extracelular son resultado de alteraciones en las vias de sefializacion de ER y PR, entonces
esperariamos revertir el fenotipo de los ratones transgénicos con la ovariectomia de los
mismos. En animales transgénicos ovariectomizados se recuper6 la integridad de la
membrana basal, lo cual se evidencié por una marcacion continua para laminina-1 (Figura
26). Esta marcacion fue similar a la observada en glandulas mamarias de animales no
transgénicos. Ademas, examenes de la estructura de la glandula mamaria de los ratones PR-A
por montaje total revelé también que el fenotipo era reversible (Figura 27); tras la
ovariectomia, el arbol mamario adopt6 un fenotipo normal. Por otra parte, la administracion
exogena de estrogeno y progesterona durante cinco dias a los ratones transgénicos
ovariectomizados llevd a que nuevamente se perdiera la integridad de la membrana basal
(Figura 26), y se recuperara la estructura tubular caracteristica de los transgénicos (Figura

27). Estos tratamientos no alteraron la continuidad de la membrana basal en las glandulas
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Figura 25: Incremento en el nimero de células positivas para PCNA en las glandulas

mamarias de ratones transgénicos PR-A.

Glandulas mamarias de ratones transgénicos y control virgenes fueron extirpadas,
congeladas y procesadas para immunofluorescencia. En cada panel se muestra la marca
para DAPI (azul) y su correspondiente marcacion para PCNA (verde). Corte de glandula
mamaria de un raton control(A); una zona de morfologia normal de un raton PR-A (B) y
un area aberrante del mismo raton transgénico. Se observd que tanto para las glandulas
mamarias de ratones control, como en areas de morfologia normal de ratones
transgénicos, habia un bajo porcentaje de células positivas para PCNA. Este no fue el
caso en zonas de morfologia aberrante en los transgénicos donde se detectd un alto

numero de células positivas para PCNA.




% de células positivas para PCNA.

Figura 25B: Cuantificacion del nimero de células positivas para PCNA.

El grafico muestra la cuantificacion de la marcacion para PCNA correspondiente a la
figura 25. Se analizaron tres animales controles y tres transgénicos y se contaron por lo
menos 1500 células en cada caso. Se representa la media + SEM de los tres
experimentos. Las diferencias entre A (grupo control) y C (zonas de morfologia aberrante
en los ratones PR-A) fueron estadisticamente significativas (*; P< 0.05); test t de Student.
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Figura 26: Inmunolocalizacion de laminina-1 en glandulas mamarias de ratones

transgénicos PR-A y controles.

Ratones transgénicos PR-A y controles fueron ovariectomizados (Ovx) y un grupo fue
posteriormente tratado con estrogeno y progesterona (E+P). Las glandulas mamarias
fueron extirpadas, congeladas y procesadas para immunofluorescencia. En verde se ve la
marca para laminina-1 y en azul los nucleos tefiidos con DAPI. Se observé una
marcacion continua para laminina-1 tanto en ratones control como PR-A
ovariectomizados. Sin embargo tras la administracion de E+P solo en el caso de los

transgénicos se perdid parcialmente la marca para laminina-1.




PR-A, intacto. PR-A, ovx E+P.

Figura 27: Reversibilidad del fenotipo de la glandula mamaria de los ratones PR-A.

Montaje total de glandula mamaria de ratones PR-A intacto, ovariectomizado (ovx) y
ovariectomizado y tratado con estrogeno y progesterona (E+P). Como en el caso de la
marcacion para laminina-5, el fenotipo a nivel de montaje total fue reversible en las
glandulas mamarias de los ratones PR-A. Al administrar E+P, nuevamente se observo el

fenotipo caracteristico del raton transgénico.




mamarias de los ratones control (Figura 26). El mismo resultado respecto de la reversibilidad
de la pérdida de la membrana basal fue observado realizando la marcacion para colageno IV

(Shyamala y colaboradores, comunicacion personal).

Analisis de la actividad proteolitica en las glindulas mamarias de ratones transgénicos

PR-A y PR-knock out.

Para analizar si existia una relacion entre la pérdida de la integridad de la membrana
basal observada en las glandulas mamarias de los ratones PR-A y la expresion y/o activacion
de las metaloproteasas, y si éstas estaban reguladas por las vias del PR, se realizaron
zimogramas de gelatina. Extractos de tejidos de glandulas mamarias de animales
transgénicos y controles revelaron la presencia de tres bandas correspondientes a la forma
latente de gelatinasa B, y las formas activa y latente de gelatinasa A (Figura 28). Como se
observa en la Figura 28 A, si bien en los extractos provenientes de animales PR-A hubo una
tendencia a niveles mas altos de gelatinasa A total (activa + latente), las diferencias con los
animales control no fueron estadisticamente significativas; no se observaron diferencias en
los niveles de gelatinasa B. Tampoco hubo diferencias estadisticamente significativas cuando
se analizo la gelatinasa A activa como porcentaje del total de gelatinasa A. El mismo analisis
fue realizado con extractos provenientes de glandulas mamarias de ratones knock-out para
PR (Figura 28 B). En este caso se observo una disminucion estadisticamente significativa de
aproximadamente un 30% en los niveles totales de gelatinasa A en tejidos de animales
knock-out (P< 0.05). Por otra parte, el porcentaje de gelatinasa A activa respecto del total no

varié en comparacion con los controles. Tampoco se observaron cambios significativos de
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Figura 28: Niveles de gelatinasa A y B en ratones transgénicos PR-A, knock-out y
controles.

Glandulas mamarias de ratones control, transgénicos PR-A y knock-out fueron extirpadas
y homogeneizadas en buffer RIPA. Los extractos se analizaron por zimogramas de
gelatina. (A) Zimograma representativo comparando los niveles de gelatinasa B latente
(L GB) y gelatinasa A latente y activa (L GA, A GA respectivamente) entre ratones
control y transgénicos PR-A. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los niveles totales de gelatinasas A y B (grafico superior) ni en el % de
gelatinasa A activa respecto del total (grafico inferior) entre los ratones control (n=5) y
los transgénicos PR-A (n=5). Los graficos muestran la media £ DS de los 5 ratones
control y los 5 transgénicos. (B) Zimograma representativo comparando los niveles de
gelatinasa B latente y gelatinasa A latente y activa entre ratones control y knock-out para
PR. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de
gelatinasa A total de los ratones control (n=4) y los knock-out (n=5); (*; P< 0.05). No
hubo diferencias en el % de gelatinasa A activa respecto del total. Los graficos muestran,

como en el panel (A) la media + DS de 4 ratones control y 5 knock-out.




actividad de gelatinasa B. Por lo tanto estos dltimos resultados sugeririan que los niveles
totales de gelatinasa A estarian afectados por los niveles de PR. El hecho de que las
diferencias observadas entre los animales controles y los PR-A no son estadisticamente
significativas se podria deber a que no todas las células epiteliales de las glandulas mamarias

de los ratones PR-A expresan el transgen (Shyamala et al., 1998) .

Para investigar cual era el patron de expresion de gelatinasa A en las glandulas
mamarias de los ratones PR-A, y si habia diferencias entre zonas de morfologia normal y
aberrante se realiz6 un estudio inmunohistoquimico. Para estos experimentos se utilizo un
anticuerpo que reconoce una porcion de la molécula de gelatinasa A que se libera al ser
activada, por lo tanto sdlo se reconoce la forma latente de la enzima y no la activa.
Simultaneamente, realizamos una inmunohistoquimica contra laminina-5, que forma parte de
la membrana basal y es degradada por la forma activa de la gelatinasa A (Figura 29). Se
observé que en cortes de glandulas mamarias de ratones control la marcacién para laminina-5
fue continua en la region de la membrana basal (como se demostré en la Figura 24) y estuvo
acompaifiada por marcacion para gelatinasa A en el estroma periepitelial; lo mismo ocurrio en
zonas de morfologia normal en las glandulas de los ratones PR-A. Sin embargo, en areas
donde la morfologia era anormal se redujo la marcacion para la forma inactiva de gelatinasa
A, lo cual coincidié con pérdida de marcacion para laminina-5. Estos resultados sugeririan
que habria un incremento en la actividad de gelatinasa A (es decir de su forma activa) en las
glandulas mamarias de los ratones transgénicos que no pudo ser observada en zimogramas: la
degradacion de la laminina-5 (un sustrato de gelatinasa A) coincidio con la pérdida de marca

para la forma latente de la enzima.
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Figura 29: En ratones transgénicos PR-A hay una pérdida de la marcacion para la forma

latente de gelatinasa A.

Se extirparon glandulas mamarias de ratones transgenicos PR-A y sus controles y se
congelaron y procesaron para inmunofluorescencia. Los paneles (B) y (C) corresponden
a glandulas de ratones transgénicos y el (A) a un raton control. En el caso de (C) se
muestra una zona con morfologia normal del ratén transgénico, y la (B) una zona de
morfologia aberrante. La marcacion para gelatinasa A (verde) fue continua en zonas de
morfologia normal en ratones transgénicos y en los controles. Lo mismo se observo para
laminina-5 (rojo). En cambio, en zonas de morfologia aberrante se observd pérdida de
marcacion tanto para gelatinasa A, como para laminina-5. Los nicleos estan tefiidos con

DAPI (azul).




Activacion de gelatinasa A en glindulas mamarias de ratones tratados con estréogeno y

progesterona.

A continuacion, para investigar si las vias del ER y/o PR afectaban los niveles de
sintesis y/o activacion de gelatinasa A, analizamos la actividad proteolitica en extractos
obtenidos de tejidos de animales ovariectomizados y tratados con estrogeno y/o progesterona
durante 5 dias (Figura 30). Solo en glandulas mamarias de ratones control tratados con
estrogeno y progesterona se observo un incremento estadisticamente significativo en la forma
activa de gelatinasa A. Este no fue el caso en los tratados con estrogeno o progesterona en
forma individual. Estos resultados sugieren que en la glandula mamaria del raton las
hormonas estrogeno y progesterona regulan la activacion de la gelatinasa A. Estamos en este
momento analizando que es lo que sucede al realizar el mismo experimento con ratones
transgénicos PR-A y knock-out para PR. Tal vez permitan entender porqué en los ratones
PR-A, y no en los controles, el tratamiento con estrogeno + progesterona produce pérdida de

la integridad de la membrana basal (Figura 26).
Analisis de MT1-MMP en la glindula mamaria del raton y su relacién a PR

Usando células en cultivo, se demostrd previamente que la gelatinasa A es activada
por MTI-MMP (Koshikawa et al.,, 2000). Habiendo encontrado que el tratmiento con

estrogeno + progesterona tiene un impacto sobre la activacion de esta enzima, se investig6 el

rol de MT1-MMP. Dado que no se han publicado hasta la fecha trabajos que analicen la
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Figura 30: Activacion de gelatinasa A por tratamiento con estrégeno y progesterona.
Ratones de la cepa FVB fueron ovariectomizados y tratados durante 5 dias con vehiculo

(ovx), estrogeno (ovxE), progesterona (ovxP) o ambos (ovxE+P). Las glandulas
mamarias fueron extirpadas, homogeneizadas, y los extractos analizados por zimogramas
de gelatina. El panel A muestra geles representativos. En el panel B se muestra la media
+ DS calculadas de la cuantificacion de la banda correspondiente a la forma activa de
gelatinasa A (AGA) de cinco experimentos independientes donde se analizaron en total 5
animales control, 6 ovariectomizados, 4 ovariectomizados y tratados con estrogeno, 3
ovariectomizados y tratados con progesterona y 3 ovariectomizados y tratados con
estrogeno y progesterona. Las diferencias entre el grupo ovx y el ovxE+P fueron
estadisticamente significativas (***;P< 0.001); ovxE vs ovxE+P (*;P< 0.05) y ovxP vs
ovxE+P (**.P< 0.01); Anova con post test de Tukey.



expresion de MT1-MMP durante el desarrollo de la glandula mamaria, examinamos por
immunohistoquimica la expresion de MT1-MMP en glandulas mamarias de ratones hembras
virgenes, prefiadas, durante la lactancia y finalmente durante la involucion (Figura 31). Como
se explica en la seccion de materiales y métodos, estos resultados son preliminares.
Observamos expresion de MT1-MMP tanto en el estroma como en el epitelio mamario. Se
detectaron niveles bajos en las glandulas de hembras virgenes; estos niveles fueron
superiores en la prefiez y bajaron con la prefiez avanzada. Practicamente no se detecto MT1-
MMP durante la lactancia; tras comenzar la involucion nuevamente los niveles aumentaron.
Este patron de expresion coincidié con los previamente publicados para PR (Silberstein et al.,

1996; Shyamala et al., 2002).

A continuacion analizamos los niveles de expresion de MT1-MMP en las glandulas
mamarias de los ratones PR-A y PR knock-out. En las muestras de ratones PR-A
encontramos que en las estructuras epiteliales aberrantes habia altos niveles de expresion de
MT1-MMP en comparacion con las estructuras normales adyacentes (Figura 32). Por otra
parte en los animales knock-out los niveles de MT1-MMP fueron inferiores a los de los
controles (Figura 33). Nuestros resultados, aunque preliminares, sugieren una relacion entre

la via del PR y los niveles de expresion de MT1-MMP en el epitelio mamario.
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Figura 31: Expresion de MT1-MMP durante los estadios de desarrollo de la glandula

mamaria del raton.

Se extirparon glandulas mamarias de ratones de la cepa FVB se congelaron y procesaron
para inmunofluorescencia. Se utilizaron muestras de los siguientes estadios de desarrollo:
virgen (A); prefiez temprana (B); prefez tardia (C); lactancia (D); involucion (E). El
panel (F) muestra un control sin anticuerpo primario. En todos los casos MT1-MMP esta
marcada con verde. Los nucleos estan tefiidos con DAPI (azul). Se observo una pérdida
de la marca con el avance de la prefiez. Practicamente no se detectd proteina durante la
lactancia. Las células fueron nuevamente positivas para MTI-MMP durante la

involucion.




Figura 32: Incremento en la expresion de MT1-MMP en zonas de morfologia aberrante

en glandulas mamarias de ratones PR-A.

Glandulas mamarias de ratones transgénicos PR-A fueron extirpadas y analizadas por
immunofluorescencia para MT1-MMP. El panel (A) muestra una zona de morfologia
normal y el (B) uno de morfologia aberrante. En verde se ve la marca para MT1-MMP y
en azul los nucleos tefiidos con DAPI. Se encontrd que en estructuras aberrantes de
glandulas mamarias de ratones PR-A (B) habia un aumento en la marca para MT1-MMP

respecto de zonas adyacentes de morfologia normal (A).



Figura 33: Disminucién de la expresion de MT1-MMP en glandulas mamarias de

ratones knock-out para PR.

Glandulas mamarias de ratones knock-out para PR y sus respectivos controles de la cepa
129sw/C57 fueron extirpadas y analizadas por immunofluorescencia para MT1-MMP. El
panel (A) corresponde a la glandula de un raton control y el (B) a un knock-out. En verde
se ve la marca para MT1-MMP y en azul los nicleos tefiidos con DAPI. Se encontro que
en las glandulas mamarias de los ratones knock-out habia una disminucion en la marca

para MT1-MMP respecto de los controles.




Discusion
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Discusion

El objetivo del presente trabajo fue estudiar como factores que estan involucrados en
la morfogénesis de la glandula mamaria interactian para regular este complejo proceso que
implica la formacion de un érgano funcional. Para ello utilizamos dos modelos; uno in vitro y
otro in vivo. En el primero quisimos definir cuan protagonico era el rol de las MMPs en este
proceso morfogenético, y a su vez establecer qué relacion habia entre la actividad
proteolitica, los factores de crecimiento polipeptidicos y la epimorfina, un agente
morfogenético. Estos estudios fueron abordados utilizando como modelo organoides
primarios de glandula mamaria de raton y células SCp2; en ambos casos se realizaron
cultivos tridimensionales en geles de colageno tipo I. Nuestros resultados demuestran que la
actividlad MMP es indispensable para la morfogénesis inducida tanto por factores de
crecimiento polipeptidicos como por epimorfina, que la Str-1 es suficiente para inducir la
formacion de ramificaciones en organoides primarios, y que la plasmina, via activacion de

MMPs, también es un regulador positivo de la morfogénesis.

Por otra parte, habiendo obtenido previamente fenotipos muy similares en las
glandulas mamarias de animales transgénicos para Str-1 y en los transgénicos para la
isoforma A del PR, quisimos investigar, en la segunda parte del trabajo, si la via del PR
estaba involucrada en la regulacion de la actividad proteolitica en la glandula mamaria del
raton. Para ello utilizamos como modelos experimentales ratones transgénicos para la

isoforma A de PR, ratones knock-out para PR y controles no modificados genéticamente.
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Nuestros resultados revelaron que las alteraciones previamente observadas en la membrana
basal de los animales transgénicos no solo ocurren a nivel de laminina-1, ya que
inmunomarcacion a laminina-5 y colageno IV revelaron alteraciones del mismo tipo. Es mas,
la marcacion para colageno III también estuvo reducida en areas de morfologia anormal en
las glandulas mamarias de los ratones transgénicos PR-A. Por otra parte se observd un
aumento de células positivas para PCNA en estas mismas areas. Solo en extractos de ratones
knock-out para PR encontramos por zimografia una correlacion entre los niveles de
gelatinasa A y los de PR. Ademas, obtuvimos resultados que sugieren que en zonas de las
glandulas mamarias de ratones PR-A que estan asociadas con una pérdida de membrana
basal, también habria un incremento en los niveles de gelatinasa A activa y de MT1-MMP.
Finalmente pudimos dilucidar que la adminitracion de estrogeno + progesterona regula la
activacion de gelatinasa A en la glandula mamaria del raton. Nuestros resultados demuestran
que no solo factores locales como la epimorfina son capaces de regular la actividad
proteolitica de la glandula mamaria; las hormonas sistémicas estrogeno y progesterona

juegan un rol protagonico también.

Los factores de crecimiento polipeptidicos son expresados en altos niveles durante la
elongacion ductal en la glandula mamaria. En nuestros ensayos el EGF, bFGF, KGF y HGF
incrementaron el porcentaje de organoides con ramificaciones. Sin embargo en ningun caso
estos tratamientos afectaron la activacion de la gelatinasa A, gelatinasa B, la Str-1 o el uPA.
A pesar de que observamos un incremento en los niveles de las proteasas en presencia de los
factores de crecimiento, éste coincidid con un incremento simultaneo en el nimero celular.

Esto podria sugerir que los mecanismos involucrados en la morfogénesis varian entre
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distintos 6rganos. En un modelo de desarrollo de pulmones embrionarios, el EGF y el TGFa
incrementaron los niveles de gelatinasa A y gelatinasa B; sin embargo en este caso la adicion
de los factores de crecimiento estimulo la proliferacion celular pero inhibi6 la formacion de
ramificaciones (Ganser et al., 1991). En células MDCK cultivadas en tres dimensiones, HGF
increment6 los niveles de uPA y del receptor de uPA (uPAR) y también estimuld la
morfogénesis (Pepper et al., 1992). El FGF-10 ha sido identificado como un factor derivado
del mesénquima que tendria un rol en los eventos tempranos de la morfogénesis del pulmon
y las extremidades (Min et al., 1998). Este factor de crecimiento se expresa en la glandula
mamaria del raton y estimula la formacion de ramificaciones in vitro (Z. Werb,
comunicacion personal); cabe preguntar si el mismo tiene algun rol en la regulacién de la
actividad proteolitica en la glandula mamaria. Por lo tanto, los factores de crecimiento
polipeptidicos afectan la morfogénesis y la expresion de proteasas en forma célula y tejido
especifica en distintos sistemas. Estos resultados sugieren que hay que ser cauteloso al

extrapolar las conclusiones alcanzadas en un tejido a otro.

Mientras que inhibidores de serina, cisteina y aspartil proteasas no afectaron la
morfogénesis inducida por los factores de crecimiento en los organoides primarios, los
inhibidores de MMPs GM6001, TIMP-1 y TIMP-2 afectaron drasticamente la formacion de
ramificaciones inducida por factores de crecimiento. Estos resultados sugieren que las MMPs
son importantes moduladores del proceso morfogenético en la glandula mamaria. De acuerdo
con esto, la Str-1 fue capaz de estimular 1a morfogénesis de los organoides primarios. Estos
resultados, junto con observaciones previas de nuestro laboratorio y otros, en los cuales se

caracterizo el fenotipo de animales transgénicos que sobreexpresan la Str-1 en el epitelio
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mamario (Sympson et al., 1994;Witty et al., 1995), demuestran que la Str-1 tiene un rol
especifico en la morfogénesis de la glandula mamaria, tanto in vivo como en cultivo. Esta
conclusion esta respaldada por el hecho de que la Str-1 es producida en altos niveles durante
el desarrollo de la glandula mamaria, en comparacion con los niveles encontrados en la
glandula en reposo (Talhouk et al., 1991), y que los niveles mas altos son detectados
alrededor de los brotes terminales y cerca de los extremos de las ramificaciones (Witty et al.,
1995). Mas aun, animales knock-out para Str-1 y, por otra parte, transgénicos para TIMP-1
tuvieron una reduccion en el grado de ramificacion de sus glandulas mamarias (M. Sternlicht,
B. Weisman, M. Simian, M. J. Bissell y Z. Werb, resultados no publicados). Por ultimo,
animales tratados con pellets de TIMP-1 mostraron una reduccion en el desarrollo ductal
(Fata et al., 1999), lo que estaria de acuerdo con lo sugerido por nuestros resultados respecto

de la necesidad de actividad MMP para que se lleve a cabo el proceso de morfogénesis.

El mecanismo por el cual la Str-1 estimula la morfogénesis no ha sido ain dilucidado.
Nosotros observamos activacion de 1a gelatinasa B por la Str-1 en el medio condicionado de
los organoides. Sin embargo la gelatinasa B no tuvo efecto sobre la morfogénesis al ser
agregada al medio de cultivo, lo cual sugeriria que ésta no mediaria directamente el efecto
observado con la Str-1. La gelatinasa A tampoco tuvo efectos morfogenéticos en nuestros
cultivos. Sin embargo analisis preliminares de las glandulas mamarias de ratones knock-out
para gelatinasa A indicarian que la misma es necesaria para la elongacion ductal pero no para
el desarrollo de las ramificaciones laterales (M. Sternlicht, B. Weisman, M. Simian, M. J.
Bissell y Z. Werb, resultados no publicados). Por otra parte la correcta ubicacion espacial y/o

activacion de estas enzimas proteoliticas podria ser un factor importante para que tengan
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efecto morfogenético, lo cual no es siempre posible de controlar en sistemas de cultivo. Esto

podria explicar nuestros resultados negativos con las gelatinasas A y B.

Las MMPs pueden afectar la morfogénesis por proteolisis de componentes de la
matriz extracelular liberando de esta manera restricciones mecanicas. El clivaje de la matriz
podria resultar también en la liberacion de factores de crecimiento u otras moléculas con
actividad morforegulatoria. Los productos de la degradacion de la laminina-1, por ejemplo,
aumentan la capacidad invasiva de células tumorales (Bresalier et al., 1995), y el clivaje de la
laminina-5 por la gelatinasa A estimula la locomocion de células epiteliales de glandula
mamaria en reposo (Giannelli et al., 1997). Por otra parte las MMPs pueden clivar moléculas
de la superficie celular como selectinas y moléculas involucradas en la adhesion célula-célula
como la E-cadherina (Lochter et al., 1997a). Este proceso podria promover los rearreglos
celulares y la morfogénesis al hacer mas débiles las uniones entre células o disparando la

activacion de determinadas vias de transduccién de sefiales.

Como sucede con la Str-1, los niveles de uPA estan regulados durante el desarrollo de
la glandula mamaria del raton (Talhouk et al., 1992). Tanto la proteina como el mRNA son
altos en las glandulas de hembras virgenes, prefiadas y en involucién, mientras que los
niveles son bajos durante la prefiez avanzada y la lactancia (Busso et al., 1989). Sin embargo
cuando el uPA fue sobreexpresado en la glandula mamaria de ratones transgénicos, no se
detectaron alteraciones en la morfogénesis de la glandula mamaria, a pesar de que la proteina
estaba presente en la leche de los ratones transgénicos (Pittius et al., 1988;Hennighausen et

al., 1991). De la misma manera, en el presente trabajo el uPA no afect6 la morfogénesis de
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los organoides, y por otra parte la estimulacion de la formacion de ramificaciones inducida
por factores de crecimiento polipeptidicos no se vi6 afectada por inhibidores de serina
proteasas. Sin embargo encontramos que la plasmina indujo la morfogénesis, activo MMPs
en los cultivos tridimensionales de organoides y ademas su efecto morfogenético fue inhibido
por inhibidores de serina y MMPs. Estos resultados apuntan a un modelo en el cual la
morfogénesis es un proceso MMP-dependiente, donde la activacion de la Str-1 esta rio abajo

de la plasmina.

Estudios previos utilizando la linea celular de glandula mamaria NMuMG
describieron un aumento de la actividad de uPA cuando las células fueron inducidas a
desarrollar ramificaciones con medio condicionado de fibroblastos; en este caso el efecto
morfogenético fue inhibido por un inhibidor de serina proteasas (Delannoy-Courdent et al.,
1996;Delannoy-Courdent et al., 1998). Resultados similares fueron obtenidos utilizando la
linea celular MDCK, de rifion de perro (Pepper et al., 1992). Otros investigadores han
mostrado que la invasion de matrices de colageno tipo I por las células MDCK es estimulada
por MT-MMPs (Hotary et al,, 2000). En nuestro modelo la morfogénesis inducida por
plasmina fue inhibida por un inhibidor de MMPs. Todos estos resultados sugeririan que la
activacion de MMPs por serina proteasas podria ser un mecanismo que sucede en distintos

tipos celulares y procesos biologicos.
Los organoides primarios son heterogéneos, estando compuestos por células

epiteliales luminales, mioepiteliales y fibroblastos. En consecuencia contienen epimorfina y

componentes de la matriz extracelular como la laminina, la entactina y el colageno de tipo IV
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(Hirai et al., 1998). A pesar de ser un sistema fisioldgicamente relevante, es dificil a veces
determinar qué factor estd actuando sobre qué tipo celular. Para definir cuales son los
requerimientos minimos para que se lleve a cabo la morfogénesis en células epiteliales,
utilizamos una linea celular luminal. Hemos demostrado previamente que la morfogénesis de
las células SCp2 en geles de colageno de tipo I requiere de epimorfina (Hirai et al., 1998).
Mostramos ahora que la morfogénesis inducida por epimorfina es inhibida por GM6001, un
inhibidor de MMPs, pero no por inhibidores de serina, cisteina o aspartil proteasas. Fue muy
interesante encontrar que la epimorfina ejerce una regulacion positiva sobre la sintesis de
gelatinasa A, B y Str-1 en células SCp2. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurri6 con los
organoides primarios, el agregado de Str-1 recombinante a las células SCp2 no indujo
morfogénesis, y tampoco aumento el efecto morfogenético de la epimorfina. Esto sugeriria
que las MMPs, aunque son indispensables para la formacion de ramificaciones, no son por si
solas capaces de inducir la totalidad del programa morfogenético en células epiteliales
luminales, y que se necesitaria de otros factores que serian aportados por células
mioepiteliales o fibroblastos. La epimorfina es un candidato ideal, ya que su agregado a las
células SCp2 fue suficiente para inducir la morfogénesis en ausencia de otros tipos celulares.
Por lo tanto la epimorfina y la actividad MMP juntas constituyen el requerimiento minimo
para que se lleve a cabo la morfogénesis de células epiteliales de mama. El efecto
morfogenético de la epimorfina es aumentado en forma dramatica con el agregado exogeno
de factores de crecimiento polipeptidicos (Hirai et al., 1998). Ni la epimorfina ni las MMPs
afectan la proliferacion celular de células epiteliales de mama, y por lo tanto pueden ser
considerados factores morfogenéticos. Los factores de crecimiento, por otra parte, proveen el

motor proliferativo necesario para que se dé de manifiesto la morfogénesis. El hecho de que
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hallamos que la actividad MMP era requerida para la proliferacion de los organoides
primarios y no para los camulos de células SCp2 sugiere que en los organoides el efecto
podria ser secundario. Por ejemplo, las células mioepiteliales o la membrana basal podrian
necesitar ser remodeladas para permitir la liberacion de algin factor requerido para la
proliferacion de las células epiteliales dentro del organoide. Sin embargo, también es posible
que la proliferacion dentro del organoide necesite de la degradacion de la membrana basal y

que esto no ocurra en ausencia de actividad de MMP.

Mientras que la epimorfina es expresada en forma abundante alrededor del
parénquima de la glandula mamaria durante todos los estadios de desarrollo (Hirai et al.,
1998), la expresion de MMPs y factores de crecimiento correlacionan con los periodos de
remodelacion tisular en la mama (Yang et al., 1995). Por lo tanto la epimorfina podria ser
considerada como la sefial primaria para la morfogénesis (Hirai et al., 1998), pero la
regulacion precisa del fenomeno estaria bajo la regulacion de las MMPs y los factores de
crecimiento. Los factores de crecimiento, que deben estar precisamente regulados,
permitirian la proliferacion celular que es esencial para el desarrollo de nuevas estructuras,
pero no tendrian un rol morforegulatorio per se, como se discutié previamente (Hirai et al,,
1998). El hallazgo en este trabajo de que la epimorfina regula la actividad MMP crea el
espacio para preguntar como y cuando la célula epitelial percibe la presencia de la epimorfina
durante el desarrollo de la glandula mamaria. La identificacion del receptor de epimorfina

ayudara a entender en mayor detalle su rol en la morfogénesis de la glandula mamaria.

127



Otras moléculas que podrian regular a las MMPs localmente durante la morfogénesis
son los componentes de la matriz extracelular, muchos de los cuales afectan la expresion de
MMPs y son finamente regulados durante el desarrollo de la glandula mamaria. Hemos
demostrado previamente que una membrana basal reconstituida (Matrigel) puede regular la
expresion de Str-1 en lineas celulares de glandula mamaria (Lochter et al., 1997a). Se
desconoce aun cual es la relacion entre las moléculas de la matriz extracelular, sus receptores
y las MMPs. Es interesante mencionar que la integrina a2B1, que es necesaria para la
morfogénesis de la glandula mamaria (Berdichevsky et al., 1994), también media la invasion
de células de carcinoma de mama a través de filtros cubiertos con Matrigel mediante la
regulacion de los niveles de Str-1 (Lochter et al., 1999). La observacion previa por parte de
nuestro laboratorio de que la Str-1 puede inducir una conversion epitelio-mesenquimal de
células de mama (Lochter et al., 1997a) nos lleva a postular la posibilidad de que en el
extremo de la ramificacion epitelial que invade el estroma podria ocurrir transientemente esta

trans-diferenciacion, otorgandole a la célula epitelial un fenotipo mas invasor.

Nuestros resultados establecen que la actividad MMP es un requerimiento
indispensable para el desarrollo de ramificaciones, y que la epimorfina es un regulador local
de la actividad MMP. Por otra parte confirmamos la observacion realizada por nuestro
laboratorio en cuanto al rol de la Str-1 en la morfogénesis de la glandula mamaria (Sympson
et al., 1994). Sin embargo, como fue mencionado en la introduccion, los estrogenos y la
progesterona son también importantes reguladores del desarrollo de la mama. Animales
transgénicos para la isoforma A del PR presentaron un fenotipo que se caracterizé por el

incremento del nimero de ramificaciones laterales, la hiperplasia, la desorganizacion de la
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membrana basal y la pérdida de adhesion celular (Shyamala et al., 1998). Este fenotipo fue
muy similar al observado en los transgénicos para Str-1 (Sympson et al., 1994;Thomasset et
al., 1998). Por lo tanto el objetivo que abordamos en la segunda parte de este trabajo fue
establecer si la via del PR tiene un rol en la regulacion de la actividad MMP vy si las mismas

estan involucradas en el fenotipo encontrado en los animales PR-A.

La integridad de la membrana basal esta dictada por la presencia de MMPs, el estado
de activacion de las mismas y la concentracion de sus inhibidores (Duffy et al., 2000).
Nosotros encontramos en los ratones transgénicos PR-A una pérdida de componentes de la
membrana basal como laminina-5 y colageno IV. También encontramos alteraciones en la
inmunomarcacion del colageno estromal III. Tanto la marcacion para laminina-1 (mostrado
en este trabajo), como la de laminin-5 y colageno IV (Shyamala y colaboradores, resultados
no publicados) fueron recuperadas en los animales transgénicos ovariectomizados. Estos
resultados implicarian que la pérdida de componentes de la membrana basal observada en las
glandulas mamarias de animales transgénicos es resultado de la acciéon hormonal. Esta
hipotesis esta respaldada por el hecho de que estos mismos componentes se pierden
nuevamente al tratar a los animales transgénicos ovariectomizados con estrogeno +
progesterona. En la glandula mamaria la gelatinasa A parece jugar un rol fundamental en la
degradacion de laminina-5 (Giannelli et al., 1999). Estos autores encontraron una correlacién
entre la presencia de fragmentos de degradacion de la laminina-$ (evaluada por western blot)
y los periodos de remodelacion tisular de la glandula mamaria de ratas. Tras la
administracion de estrogeno y progesterona a ratas sexualmente inmaduras, observaron un

aumento en los niveles de gelatinasa A por inmunohistoquimica y degradacion de laminina-
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5, todo esto acompafiado por un incremento en la proliferacion del epitelio mamario. Sin
embargo no analizaron la continuidad de la laminina-5 en las glandulas mamarias de las ratas
tratadas con estrogeno + progesterona. En nuestro sistema no observamos pérdida de la
membrana basal en los animales control tratados con hormonas; esto no implica que no haya
remodelacion y por lo tanto produccion de fragmentos de laminina-5. Esta idea esta
respaldada por la observacion realizada en el trabajo de Keely y colaboradores (Keely et al.,
1995) donde un estudio de hibridizacion in situ demuestra que la sintesis de laminina
aumenta durante la prefiez en la glandula mamaria del raton. Todos estos resultados
integrados apuntarian a un modelo donde el aumento de los niveles hormonales que se da
durante la prefiez llevaria por un lado a la degradacion de componentes de la membrana basal
para permitir la proliferacion y diferenciacion celular, junto con un aumento de su deposicion
para evitar justamente una pérdida de integridad de la membrana basal. En nuestro caso en
los animales transgénicos observamos pérdida de la integridad de la membrana basal; este
fendmeno podria por lo tanto explicarse de dos maneras: por el incremento de la actividad
proteolitica o por una disminucién en la capacidad de produccion de componentes de la
membrana basal por parte de los fibroblastos que rodean las zonas de morfologia anormal en
las glandulas mamarias de los ratones PR-A. Nuestra hip6tesis de trabajo es la primera; sin
embargo el analsis de los fibroblastos que rodean a las regiones aberrantes en los ratones PR-

A probablemente nos permita entender mejor el fenotipo de estos animales.
El analsis del porcentaje de células positivas para PCNA revel6 que en las zonas de

morfologia anormal en las glandulas mamarias de los ratones PR-A hay un incremento en el

namero de células positivas para este marcador de proliferacion celular. Sin embargo en este
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trabajo no se determind si este incremento es consecuencia directa de la pérdida de
componentes de la membrana basal (o viceversa). Una manera de evaluar la primera
posibilidad seria tratando a los animales con inhibidores de metaloproteasas y analizando si
este tratamiento revierte el fenotipo encontrado en los animales transgénicos. En este caso un
resultado positivo daria una explicacion e implicaria que la degradacion de la membrana
basal seria consecuencia de un aumento de actividad proteolitica y llevaria a un aumento de
la proliferacion celular. Sin embargo, un resultado negativo habriria nuevas incognitas, ya
que podrian estar afectadas otras proteasas como las serina proteasas, u otros factores no

relacionados con 1a actividad proteolitica que no hemos analizado hasta el momento.

La correlacion encontrada entre los niveles de PR y el fenotipo de animales
transgénicos y knock-out para este receptor sugieren que esta via regula los niveles de
proteasas en la glandula mamaria. Analisis de la actividad de gelatinasas en extractos de
glandulas mamarias de ratones transgénicos PR-A no revelaron un incremento significativo
en los niveles de gelatinasa A; encambio, en extractos de glandulas mamarias de ratones
knock-out hubo una reduccioén significativa de los niveles totales de gelatinasa A. No se
observaron cambios en los niveles de gelatinasa B. Es interesante sefialar que en los ovarios
de los ratones knock-out para PR se encontro una dismunucion en los niveles de ADAMTS-1
y catepsina L a nivel de mRNA; sin embargo no se detectaron cambios en la actividad de
gelatinasa A y B por zimografia (Robker et al., 2000). Nuestros resultados sugieren que los
niveles de PR regulan la actividad de gelatinasa A en la glandula mamaria del raton. El hecho
de que solo encontramos una tendencia y no diferencias significativas entre los transgénicos

PR-A y los controles es probablemente atribuible al hecho de que en estos ratones la
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expresion del transgen no se da en todas las células epiteliales luminales, con lo cual al
realizar un extracto total de glandula mamaria se diluye la diferencia. Estos resultados
sugieren lo inapropiado que es realizar zimogramas en este tipo de tejidos si no van
acompaiiados de estudios inmunohistoquimicos. Mas aiin, nuestra suposicion es respaldada
por el hecho de que detectamos niveles inferiores de la forma latente de gelatinasa A en el
estroma peri epitetelial en estructuras aberrantes en los ratones transgénicos. En los sitios de
pérdida de laminina-5 se observd una disminucion en los niveles de marcacion de gelatinasa
A latente, sugiriendo que la misma habia sido activada, dado que justamente la laminina-5 es

un sustrato de-la gelatinasa A.

En el trabajo de Giannelli y colaboradores se observo un aumento de la marca de
gelatinasa A por inmunohistoquimica tras el tratamiento con estrogeno y progesterona
(Giannelli et al., 1999). Se utilizo en este estudio un anticuerpo que detecta tanto la forma
latente como la activa de la MMP. Por otra parte se vi0 un aumento en el producto de
degradacion de la laminina-5. Sin embargo los autores no demostraron en este trabajo si
realmente habia un aumento en la activacion de la gelatinasa A, ni si esto era resultado de la
accion del estrogeno, la progesterona o ambas hormonas juntas. Nosotros ahora demostramos
que efectivamente hay un incremento en la forma activa de la gelatinasa A al tratar a ratones
hembra virgenes ovariectomizados con estrégeno + progesterona. Por otra parte observamos
en experimentos preliminares que el tratamiento de ratones transgénicos PR-A con
progesterona sola induce la activacion de la gelatinasa A, lo cual no sucede en animales
control como se muestra en este trabajo. De confirmarse este resultado el mismo indicaria

que seria la via del PR y no la del ER en parte la responsable de la activacion de la gelatinasa
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A. Cabe destacar, sin embargo, que creemos que habria otras vias, independientes a la de PR,
que también jugarian un rol en la activacion de la gelatinasa A. Esta hipotesis surge de la
observacion de que en los ratones knock-out se detecto gelatinasa A activa; de ser la via del
PR la unica responsable de la activacion de la gelatinasa A, entonces la misma no deberia

haber sido detectada en los extractos de ratones knock-out.

En células epiteliales de carcinoma de colon se demostré que es la MT1-MMP la
responsable de la activacion de la gelatinasa A y que ambas enzimas co-localizan con
fragmentos de degradacion de laminina-5 (Koshikawa et al., 2000). Habiendo observado que
el tratamiento con estrogeno + progesterona induce la activacion de la gelatinasa A en la
glandula mamaria, analizamos, hasta ahora en forma preliminar, cual era el patron de
expresion de MT1-MMP durante el desarrollo de la misma. Encontramos que MT1-MMP es
expresada tanto por células epiteliales como por el estroma de la glandula mamaria. Por otra
parte el patron de expresion coincidio con el de PR (Shyamala et al., 1990;Shyamala et al.,
2002), es decir, que MT1-MMP fue detectada en la glandula de animales virgenes y durante
los estadios tempranos de la prefiez. Al final de la prefiez y durante la lactancia practicamente
no se detectd la proteasa; los niveles incrementaron con la involucion. Nuestros resultados
respecto del tipo celular que expresa MT1-MMP no coinciden con los reportados por Ha y
colaboradores (Ha et al., 2001). Estos autores mencionan la presencia de MT1-MMP sélo en
el estroma durante todos los periodos de desarrollo de la glandula mamaria. Sin embargo
experimentos recientes de hibridizacion in situ del laboratorio de la Dra Zena Werb

confirman nuestros resultados (Z. Werb, comunicacion personal).
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Dado que el perfil de expresion de MT1-MMP coincidi6 con el de PR, y que, por otra
parte, observamos una pérdida de laminina-5 en la membrana basal en zonas de
desorganizacion en las glandulas mamarias de los ratones transgenicos PR-A, investigamos si
MT1-MMP estaba sobreexpresada en estas regiones. Esto fue efectivamente lo que
encontramos en nuestros experimentos preliminares. Por lo tanto, la sobreexpresion de MT1-
MMP, la pérdida de laminina-5 y la proliferacion celular estan todas asociadas con la pérdida
de adhesion celular y la desorganizacion del tejido en las glandulas mamarias de los ratones

PR-A.

En un trabajo anterior se describié la pérdida de E-cadherina en las células epiteliales
de glandula mamaria de los ratones transgénicos PR-A (Shyamala et al., 1998). Por otra
parte se ha descripto que en células de carcinoma escamoso la E-cadherina regula en forma
negativa la expresion de MT1-MMP (Ara et al., 2000). Creemos, por lo tanto, que esta
pérdida de adhesion célula-célula podria afectar la expresion de MT1-MMP, y en
consecuencia afectar la integridad de la laminina-5. La laminina-5 tiene funciones duales ya
que puede inducir adhesion celular a través de hemidesmosomas (Baker et al., 1996), o la
motilidad celular cuando es degradada (Giannelli et al., 1997). Por lo tanto es posible que en
presencia de E-cadherina, con una disminucién en los niveles de MT1-MMP, la laminina-5
actiie como una molécula de adhesion celular y mantenga la integridad de la membrana basal
y de los conductos mamarios. En consecuencia, es valido suponer que en las glandulas
mamarias de los ratones PR-A, la expresion elevada de MT1-MMP en zonas de morfologia
aberrante lleve a la degradacion de la laminina-5, a una disminucion de su forma nativa, a

una pérdida de la adhesion celular, y un aumento en la motilidad. Esto coincidiria
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conceptualmente con la observacion de que en la linea celular de mama HC11, los niveles de
MT1-MMP disminuyen cuando las células alcanzan confluencia y establecen contactos
célula-célula (Tanaka et al., 1997). Dado que la E-cadherina puede ser degradada por la Str-1
y por la matrilisina (Noe et al,, 2001), seria interesante investigar si las mismas estin
sobreexpresadas en las glandulas mamarias de los ratones transgénicos PR-A, y evaluar
entonces si en nuestro sistema hay alguna relacion directa entre pérdida de E-cadherina,

MT1-MMP y laminina-5.

El impacto de PR sobre la integridad de la membrana basal pareceria estar
diferencialmente modulado por sus dos isoformas. Esta conclusion surge de la observacion
de que en animales transgénicos para la isoforma B del PR no se observan las pérdidas de
componentes de la membrana basal y estroma periepitelial que se describen en este trabajo
para los animales transgénicos PR-A (Shyamala y colaboradores, comunicacion personal).
Es mas, los animales que sobreexpresan la isoforma B de PR se caracterizan por un arresto
en su capacidad de desarrollo ductal, sin estar alterada su desarrollo l6bulo-alveolar
(Shyamala et al., 2000). Esto demostraria que los efectos del PR sobre la glandula mamaria

son complejos, y dependen de un balance adecuado de sus dos isoformas.

Habiendo obtenido resultados que sugieren que la via del PR regula la actividad
proteolitica de la glandula mamaria, cabe preguntarse si el efecto sobre la sintesis de las
proteasas es directo, es decir si el PR actia directamente sobre el promotor de las proteasas,
si lo hace indirectamente afectando la actividad de sitios tipo AP-1, o si es indirecto, via

factores intermediarios locales o sistémicos. Una manera de contestar en parte esta pregunta
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seria diseflando experimentos in vitro con células epiteliales de mama, positivas para PR,
transfectadas con un promotor de la proteasa a analizar rio arriba de un gen reporter, como la
luciferasa. Nosotros hemos realizado experimentos preliminares utilizando el promotor de la
colagenasa 1, y obtuvimos resultados que sugeririan que el PR, a través de su accion
indirecta sobre sitios AP-1, estimularia la sintesis de esta proteasa. Sin embargo, hay que
tener en cuenta que estudios de hibridizacion in situ sugieren que en el caso de la glandula
mamaria el estroma seria responsable de la sintesis de MMPs solubles como la gelatinasa A.
Seria mas valido realizar el mismo experimento con el promotor de una MMP expresada por
el epitelio, como MT1-MMP. Por otra parte, seria interesante analizar si el epitelio mamario
expresa EMMPRIN (“extracellular matrix MMP inducer”), y si su expresion esta regulada
hormonalmente Esta proteina es un candidato ideal como mediadora de sefiales entre el
epitelio y el estroma en lo que se refiere a actividad proteolitica. Por ultimo no hay hasta el
momento disponible en la literatura un trabajo que haya analizado en forma ordenada la
presencia de sitios respondedores a estrogenos o progesterona en los promotores de las
proteasas. Este analisis permitiria entender mejor cual es el rol de las hormonas en la
regulacion de la protedlisis durante la morfogénesis de la glandula mamaria, y cual es su

mecanismo de accion.

Dado que nuestro laboratorio ya ha demostrado que la sobreexpresion de una
metaloproteasa como la Str-1 en la glandula mamaria del raton lleva a la pérdida de la
membrana basal y al desarrollo de tumores mamarios (Sympson et al., 1994), creemos que

dada la pérdida de los componentes de la matriz extracelular que encontramos en los ratones
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transgénicos PR-A, la aparicion de tumores de mama en estos animales es un evento

probable.

El rol de las proteasas en la morfogénesis ha sido postulado hace ya muchos afios
(Bernfield et al., 1984). En este trabajo analizamos cuan protagonico es este rol y qué
factores locales y sistémicos regulan su actividad. El entendimiento de los mecanismos que
regulan la invasion y la estructura del tejido en un contexto fisiologico nos permitiran

entender su papel en el surgimiento del cancer.



Conclusiones
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Conclusiones

De la primera parte de este trabajo se puede concluir que:
Los experimentos realizados en geles de colageno de tipo I son una herramienta
adecuada para estudiar en mayor detalle el rol de la actividad proteolitica en la
morfogénesis de la glandula mamaria ya que permitieron confirmar el resultado
previo obtenido a través de la generacion de animales transgénicos.

- En el sistema de organoides primarios como en el de las células SCp2 la actividad
MMP es un requerimiento indispensable para que se lleve a cabo la morfogénesis.

- En organoides primarios la actividad proteolitica es capaz de temer un efecto
morfogenético por si misma: en particular se comprobo actividad morfogenética de la
Str-1y de la plasmina.

- El efecto morfogenético de la epimorfina también estaria mediado por actividad de
MMPs ya que: 1) es un requerimiento indispensable para que se lleve a cabo la
morfogénesis de células SCp2 y 2) estimula la sintesis de MMPs por parte de células
epiteliales de mama .

- De los resultados obtenidos con células SCp2 se desprenderia que la actividad MMP
no es un requerimiento indispensable para la proliferacion celular, pero si para la
morfogénesis.

De la segunda parte de este trabajo se puede concluir que:
La membrana basal de las glandulas mamarias de los ratones transgénicos PR-A esta

ampliamente alterada; ademas de la laminina-1, encontramos que la laminina-5 y el
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colageno IV estan disminuidos en las zonas aberrantes. También se vio alterada la
distribucion del colageno II1.

El fenotipo encontrado en los animales PR-A es consecuencia de la accion hormonal:
esto se comprobo mediante la ovariectomia y tratamiento con estrogeno +
progesterona donde se observo que el fenotipo es reversible.

Los niveles de gelatinasa A estarian en parte regulados por los niveles de PR: esto se
desprende de los resultados obtenidos con los ratones knock-out para PR. En los
transgénicos PR-A no observamos por zimografia una correlacion entre los niveles de
PR vy la actividad proteolitica.

Las hormonas estrogeno y progesterona estarian involucradas en la activacion de la
gelatinasa A en la glandula mamaria del raton.

Estudios preliminares apuntarian hacia una regulacion por parte de la via del PR de

los niveles de MT1-MMP.

En sintesis este trabajo permitio establecer que la regulacion de la actividad proteolitica
en la glandula mamaria del ratén ocurre tanto a nivel local como sistémico, y que juega un

papel fundamental en la morfogénesis de la misma.

P78

Marina Simian Dra Mina J. Bissell
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