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AFs: Dominios de activación de la transcripción 

Akt: también referida como proteína kinasa B (PKB) 

DBD: Dominio de unión al DNA 

DMEM/F-12: Medio de Eagle modificado por Dulbecco 

EGFR: Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico 

ES: Error Standard  

HRT: Terapia de reemplazo hormonal 

LBD: Dominio de unión al ligando 

MAPKs: Proteínas quinasas activadas por mitógenos 

MMPs: Metaloproteasas 

MPA: Acetato de medroxiprogesterona 

PBS: Buffer fosfato salino 

PI-3K: Fosfatidil Inositol 3 quinasa  

PRE: Elemento respondedor a progesterona 

RE: Receptor de estrógenos 

RP: Receptor de progesterona 

RP-B: isoforma B del Receptor de progesterona 

RTK-I: Receptor con actividad intrínseca de tirosina quinasa tipo I  

SDS-PAGE: Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio 

SFB: Suero fetal bovino 

SFBch: Suero fetal bovino libre de esteroides por adsorción con carbón activado o 

“charcolizado”. 

SH2: Dominio SRC homology 2 

SH3: Dominio SRC homology3 

STATs: Proteínas transductoras de señales y activadoras de la transcripción 

uPA: Activador de plasminógeno tipo uroquinasa 

WB: Western blot 
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EFECTOS GENÓMICOS Y NO NOGENÓMICOS DEL RECEPTOR DE 

PROGESTERONA EN CÉLULAS DE CÁNCER DE MAMA 
 

Numerosas evidencias indican que los progestágenos están involucrados en el 

crecimiento y progresión de carcinomas mamarios. En el presente trabajo, se evaluaron 

los mecanismos moleculares de acción de los progestágenos en modelos de carcinoma 

mamario con diferentes fenotipos. Para ello se incluyeron en el estudio el modelo de 

carcinoma mamario murino C4HD, que expresa receptores de progesterona (RP) y de 

estrógeno (RE), en el cual los progestágenos inducen una respuesta proliferativa, la 

línea de carcinoma mamario murnina LM3, que carece de RP y RE y es altamente 

invasiva y metastásica, y la línea de carcinoma mamario humana que no expresa el RP 

T47D-Y. Se ha demostrado que el RP es capaz de actuar tanto como factor de 

trancripción como activador de vías de señalización. Para determinar cuales de estas 

funciones están involucradas en las respuestas a progestágenos, se realizaron 

experimentos de reconstitución en las líneas negativas para el RP en las cuales se 

expresó la isoforma B de este receptor, la mutante C587A-RP, incapaz de unirse al 

DNA y la mutante RP-B-mPro que no es capaz de activar vías de transducción de 

señales. Independientemente de la presencia del RE, se demostró que el tratamiento con 

progestágenos indujo la proliferación celular, la regulación de la actividad de proteasas, 

como de las metaloproteasas 2 y 9 (MMP-9 y MMP-2) y del activador de plasminógeno 

tipo uroquinasa (uPA), mediante la activación de las p42/p44MAPKs y la vía PI-3K/Akt 

en células que expresan el RP o la mutante C587A-RP. Sin embargo, el tratamiento con 

progestágenos no modificó el crecimiento de las células LM3 transfectadas con la 

mutante RP-BmPro. Por otra parte, se demostró que la expresión del RP en ausencia de 

ligando disminuyó significativamente la proliferación celular respecto a las células 

negativas para el RP. Este efecto resulta de la acción del RP tanto como factor de 

transcripción como activador de vías de señalización. Finalemente, demostramos por 

primera vez que los progestágenos inducen el desarrollo de metástasis de células de 

carcinoma mamario mediante efectos no genómicos del RP. Los resultados del presente 

trabajo proveen un mecanismo molecular y fisiológico para la utilización de terapias en 

las cuales bloqueando específicamente la interacción del RP con vías de señalización se 

podría inhibir el crecimiento y desarrollo de metastásis en tumores de mama que 

expresan el RP.  



Tesis Doctoral Lic. Romina P. Carnevale                                                                   Resumen 

11  

 

Palabras claves: cáncer de mama, receptor de progesterona, efectos genómicos y no 

genómicos, vías de señalización, proliferación, actividad de proteasas, metástasis 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis Doctoral Lic. Romina P. Carnevale                                                                         Abstract 

13  

GENOMIC AND NONGENOMIC EFFECTS OF PROGESTERONE RERCEPTOR 

IN BREAST CANCER CELLS 
 

Accumulating evidence indicates that progestins are involved in controlling 

mammary gland tumorigenesis. Here, we assessed the molecular mechanisms of 

progestin action in breast cancer models with different phenotypes. We examined 

C4HD cells, an estrogen (ER) and progesterone (PR) receptor-positive murine breast 

cancer model in which progestins exert sustained proliferative response, the LM3 

murine metastatic mammary tumor cell line, which lacks PR and ER expression, and 

human PR null T47D-Y breast cancer cells. Besides acting as a transcription factor, PR 

can also function as an activator of signaling pathways. To explore which of these two 

functions were involved in progestin responses, reconstitution experiments in the PR-

negative models were performed with wild-type PR-B, with a DNA binding mutant 

C587A-PR, and with mutant PR-BmPro, which lacks the ability to activate cytoplasm 

signaling pathways. We found that in a cell context either ER-positive or –negative, 

progestins induced cell growth and modulation of matrix metalloproteinases-9 (MMP-9) 

and-2 (MMP-2), and urokinase-type plasminogen activator (uPA) activities, via MAPK 

and PI-3K/Akt pathways, in cells expressing wild-type PR-B or DNA binding mutant 

C587A-PR. In contrast, in cells expressing mutant PR-BmPro, progestins did not induce 

growth. We also found that unliganded PR expression conferred breast cancer cells an 

in vitro less proliferative phenotype, as compared to cells lacking PR expression. 

Modulation of this behavior occurred when PR was functioning either as transcription 

factor or as signaling activator. Finally, we for the first time demonstrated that 

progestins favor development of breast tumor metastasis via PR function as activator of 

signaling pathways. Our present findings provide mechanistic support to the design of a 

novel therapeutic intervention in PR-positive breast tumors involving blockage of PR 

capacity to activate cytoplasmic signaling. 

Key Words: Breast cancer, progesterone receptor, genomic and nongenomic effects, 

signalling parthways, cell proliferation, proteases activity and metastasis
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CÁNCER DE MAMA 
 

El carcinoma mamario es el tipo de cáncer más frecuente entre las mujeres a 

nivel mundial (1). El National Cancer Institute (NCI) estima que a una de cada ocho 

mujeres se le diagnosticará cáncer de mama durante su vida y solo en los Estados 

Unidos habrá 178.480 nuevos casos y 40.460 muertes por esta enfermedad en el 2007.     

En la Argentina se calcula entre 15.000 y 18.000 nuevos casos por año siendo la 

primera causa de muerte por cáncer en las mujeres de nuestro país (Atlas de Mortalidad 

por Cáncer en Argentina 1997-2001, Matos et al, 2003). Dada su altísima incidencia, la 

investigación en cáncer de mama es considerada prioritaria destinándose solo en 

Estados Unidos más de 550 millones de dólares al año (NCI-Fiscal Years 2005-2007). 

 

 

ESTRUCTURA DE LA GLÁNDULA MAMARIA 

 

La mama es una glándula de tipo tubuloalveolar compuesta y funciona bajo el 

control de hormonas hipofisarias, tiroideas, placentarias, adrenocorticales y ováricas. 

Está dividida en 15 o 20 lóbulos drenados por conductos galactóforos hacia el pezón 

(Figura 1).  

 
                 Figura 1. Estructura de la glándula mamaria 
 

Los lóbulos están constitutitos por un sistema arbóreo de conductos y lobulillos 

rodeados de tejido conectivo, mientras que el estroma interlobular consta esencialmente 

de tejido adiposo y fibroso. Los alvéolos que conforman los lobulillos surgen de los 
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pequeños conductos durante el embarazo permitiendo la posterior producción de leche 

(Figura 2).  

Además, la mama presenta numerosos vasos linfáticos, siendo el ganglio 

linfático axilar el que recibe alrededor del 75% del drenaje linfático mamario (Figura 1).   

 

células 
alveolares alveolo

conducto

células 
ductales

lóbulo

células 
alveolares alveolo

conducto

células 
ductales

lóbulo
 

Figura 2. Estructura de los lobulillos y alvéolos mamarios 
 

 

TIPOS DE CÁNCER DE MAMA 

 

Los tumores mamarios se clasifican según su origen y su capacidad invasiva. Al 

ser un tejido glandular los tumores mamarios se denominan adenocarcinomas. Existen 

principalmente dos tipos de adenocarcinomas según su origen: adenocarcinoma ductal 

(se origina a partir de células epiteliales de los conductos mamarios) y adenocarcinoma 

lobulillar (se origina a partir de células epiteliales de los lóbulos). Cada uno de estos 

carcinomas a su vez es clasificado según su agresividad denominándose in situ, a los 

confinados al área de origen, e infiltrantes o invasivos, a los presentes más allá de los 

conductos o lóbulos (Figura 3). 
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A) B)A) B)

 
Figura 3. Carcinomas Ductales 

A) carcinoma ductal in situ. B) carcinoma ductal invasivo 

 

El carcinoma ductal in situ (CDIS) es el más común de los carcinomas no 

invasores. Los CDIS corresponden junto con los carcinomas lobulillares in situ (CLIS) a 

un estadío temprano del desarrollo de un tumor mamario.  

Alrededor del 80% de los tumores mamarios son carcinomas ductales invasivos 

o infiltrantes y solo entre el 10-15% son diagnosticados carcinomas lobulillares 

invasivos. Los carcinomas mamarios se estadifican de acuerdo al grado de diseminación 

y el tamaño del tumor siendo el estadío I el correspondiente a tumores de menos de 2 

cm de diámetro y células que no invadieron mas allá del seno, llegando al estadío IV 

cuando existen metástasis en tejidos y órganos distantes. Los carcinomas mamarios 

invasivos forman metástasis en los ganglios linfáticos axilares para luego diseminarse 

mayormente hacia hueso, hígado, cerebro y en menor medida hacia pulmón (2-4). 

 

 

FACTORES DE RIESGO 

 

Existen numerosos factores asociados a un aumento en el riesgo relativo de 

padecer cáncer de mama. Entre los factores de riesgo no modificables se encuentran la 

edad (SEER Cancer Statistics Review, NCI, 2001), antecedentes familiares o personales 

de cáncer de mama (5), mutaciones en los genes BRCA1 y/o BRCA2 (6;7), edad del 

primer embarazo (8), menarca temprana (9;10) y menopausia tardía (11;12). Factores 

como la obesidad post-menopáusica (principal fuente de estrógenos), el uso de terapias 

de reemplazo hormonal, consumo de alcohol (13) e inactividad física (14;15) son 
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modificables y por lo tanto los principales puntos de prevención (Breast Cancer Facts 

and Figures 2005-2006, American Cancer Society).  

La mayoría de los factores de riesgo están asociados a una exposición 

prolongada a hormonas ováricas a lo largo de la vida (16). Según datos 

epidemiológicos, experimentales y clínicos los esteroides sexuales están implicados en 

el desarrollo del cáncer de mama observándose la mayor tasa de incidencia de esta 

enfermedad durante los años reproductivos (16). En cada ciclo menstrual, los esteroides 

sexuales inducen la proliferación de las células ductales y alveolares permitiendo la 

acumulación de mutaciones somáticas y favoreciendo así la transformación y progresión 

neoplásica. Esta hipótesis se correlaciona con el incremento en la incidencia de cáncer 

de mama durante el período comprendido entre la menarca y la menopausia  (16;17).  

Tradicionalmente los estrógenos, dentro de las hormonas ováricas, eran 

considerados los responsables del aumento en la proliferación celular y, como 

consecuencia, del incremento en la incidencia de tumores de mama (18-21). Se asumió, 

además, que los progestágenos tenían un rol protector en la glándula mamaria al igual 

que el descripto para células endometriales (22;23). Sin embargo, se observó que la tasa 

proliferativa de células epiteliales mamarias es máxima durante la fase luteal del ciclo 

menstrual donde la progesterona alcanza la mayor concentración (24). Además,  

estudios epidemiológicos determinaron que el uso de anticonceptivos orales 

(conteniendo estrógenos y altas dosis de progestágenos) reduce la incidencia de cáncer 

de endometrio y ovario pero no la de cáncer mama (17).  

Los indicios que muestran el rol proliferativo de los progestágenos en células del 

tejido mamario correlacionan con las estadísticas sobre la incidencia de cáncer de mama 

en mujeres que utilizan las terapias de reemplazo hormonal (HRT). Originalmente estas 

terapias consistían en la administración de estrógenos (Estrogen Replacement Therapy, 

ERT) para aliviar los síntomas de la menopausia y disminuir el riesgo de enfermedades 

cardiovasculares y osteoporosis. La gran popularidad de las ERTs, alcanzada en los 

Estados Unidos durante la década del 60 y principios de los 70, concluyó con las 

primeras demostraciones de la relación causal entre el cáncer de endometrio y la 

administración de estrógenos (25;26). De esta forma surgieron las HRTs combinadas de 

estrógenos más progestágenos, administrados de forma continua o secuencial, con el fin 

de proteger a las mujeres de los efectos carcinogénicos de los estrógenos sobre el 

endometrio (27). El análisis de la ecuación riesgo-beneficio para estas nuevas terapias 

determinó el papel preponderante de los progestágenos en el desarrollo del cáncer de 
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mama. Estudios epidemiológicos recientes determinaron que la adición de 

progestágenos, mayormente acetato de medroxiprogesterona (MPA), a las ERT aumenta 

de un 5% a un 30% el riesgo de padecer cáncer de mama al cabo de 5 años de uso (28-

30). Además, la administración de progestágenos en las terapias combinadas produjeron 

un mayor aumento en la densidad del tejido mamario respecto a las terapias con 

estrógenos solos (31). Un estudio realizado por The Women´s Health Initiative (32) con 

más de 16000 mujeres debió ser finalizado antes de lo previsto concluyendo que el uso 

de terapias combinadas aumenta el número de casos de cáncer de mama tanto in situ 

como invasivo, aumenta el tamaño tumoral e incrementa la frecuencia de mamografías 

anormales luego del primer año de uso. Por último, The Million Women Study realizado 

entre 1996 y el 2001 en Inglaterra determinó que las HRT combinadas no solo 

aumentan la incidencia de cáncer de mama sino que su uso disminuye la sensibilidad de 

las mamografías aumentando la posibilidad de un diagnóstico tardío y una detección en 

un estado más avanzado de la enfermedad (33).  

 

 

TRATAMIENTOS DEL CÁNCER DE MAMA 

 

El tipo de tratamiento a seguir luego del diagnóstico depende, entre otras cosas, 

del tamaño tumoral y el estadío de la enfermedad. El tratamiento puede ser local, como 

la cirugía y la radioterapia, o sistémico, como la quimioterapia, la terapia hormonal y la 

terapia biológica dirigida (Departamento de Salud y Servicios Humanos de EE.UU., 

NCI, Cancer Facts & Figures 2007, American Cancer Society).  

Actualmente, la cirugía conservadora de seno y posterior radioterapia es el 

tratamiento más utilizado para mujeres con cáncer de mama en estadíos I o II, teniendo 

una tasa de supervivencia equivalente a las mujeres que eligen una mastectomía total.  

En las mujeres que presentan tumores con estadíos más avanzados o tumores 

invasores, se extirpan algunos o todos los ganglios linfáticos axilares, junto con la 

cirugía del seno. En muchos casos se realiza la biopsia del ganglio centinela para 

disminuir los efectos secundarios de la cirugía total de los ganglios linfáticos axilares.  

Las terapias sistémicas se utilizan mayormente como tratamiento adyuvante para 

controlar el crecimiento metastático o la recurrencia. La quimioterapia utiliza distintas 

combinaciones de drogas según cada caso, siendo las más utilizadas la doxorubicina, 

ciclofosfamida, paclitaxel, fluorouacilo, entre otras. En algunos casos, cuando los 
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tumores mamarios son muy grandes, se utiliza la quimioterapia como tratamiento 

neoadyuvante (previo a la cirugía) para reducir el tamaño tumoral y permitir una mejor 

extracción.  

Las terapias hormonales se utilizan como tratamiento adyuvante y neoadyuvante 

en pacientes con tumores positivos para receptor de estrógeno (RE) y receptor de 

progesterona (RP). Dentro de las terapias hormonales pueden utilizarse cuatro agentes 

terapéuticos: drogas anti-estrogénicas, como el tamoxifeno, el raloxifeno y el 

fulvestrant; inhibidores de aromatasa que disminuyen la producción endógena de 

estrógenos, como anastrazol, letrozol y exemestan; agonistas de la hormona LH-RH; y 

progestágenos sintéticos como el MPA o el acetato de megestrol dada su acción 

antiestrogénica. La elección dependerá del estadío tumoral y de la etapa menopáusica en 

que se encuentre la paciente. Numerosos estudios clínicos determinaron que en las 

mujeres premenopáusicas el uso de tamoxifeno junto a agonistas LH-RH es el 

tratamiento más efectivo (34-36), mientras que los inhibidores de aromatasa probaron 

ser los mejores para mujeres postmenopáusicas (37;38). Estos tratamientos hormonales 

en muchos casos se combinan con distintos agentes quimioterapéuticos e incluso 

pueden ser utilizados como tratamiento preventivo en mujeres con una alta probabilidad 

de padecer cáncer de mama (39;40). Actualmente, se están realizando numerosos 

ensayos clínicos para determinar la mejor combinación y secuencia posible de drogas 

para mejorar la efectividad de los tratamientos (39;41).  

Por último, las terapias biológicas dirigidas consisten en el uso de anticuerpos 

monoclonales e inhibidores farmacológicos y generalmente se usan en combinación con 

quimioterapia o terapias hormonales como tratamientos adyuvantes o neoadyuvantes. El 

trastuzumab (Herceptin) es un anticuerpo monoclonal contra el receptor HER-2/neu 

perteneciente a la familia de receptores con actividad de tirosina quinasa que se 

encuentra sobreexpresado en numerosos tumores de mama y está involucrado en el 

crecimiento tumoral independiente de hormonas. Inhibidores farmacológicos del 

receptor de EGF (EGFR), como el gefitinib (Iressa), y de EGFR y HER-2/neu, lapatinib 

(Tykerb), al igual que el trastuzumab, son utilizados para el tratamiento de tumores con 

una alta expresión de estos receptores (42;43). Además, se utiliza el bevacizumab 

(Avastin) para inhibir la angiogénesis tumoral en pacientes con tumores de mama 

metastáticos.       
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PARTICIPACIÓN DE LAS HORMONAS OVÁRICAS EN EL DESARROLLO DE LA 

GLÁNDULA MAMARIA 
 

La glándula mamaria presenta un desarrollo postnatal con múltiples ciclos de 

proliferación, diferenciación, apoptosis y remodelación durante la etapa reproductiva. 

Desde el nacimiento hasta la pubertad el crecimiento mamario es mínimo y 

proporcional al resto del cuerpo (crecimiento isométrico). El incremento de las 

hormonas ováricas durante la pubertad inicia la primera fase del crecimiento alométrico 

caracterizado por una rápida extensión y ramificación del sistema ductal. Una vez 

establecido el ciclo menstrual el aumento de la proliferación del epitelio mamario se 

produce en forma cíclica y asociado principalmente a la fase luteal. La segunda fase del 

crecimiento alométrico se inicia en el embarazo durante los primeros meses de 

gestación con un gran incremento en la actividad proliferativa ductal y desarrollo 

alveolar. En la última etapa de embarazo las células epiteliales completan su proceso de 

diferenciación iniciando la secreción de leche. Finalmente, al término del período de 

lactancia la glándula mamaria involuciona aproximadamente hasta el estado de 

desarrollo previo a la gestación (44-46). 

El desarrollo de la glándula mamaria está dirigido por una interacción compleja 

entre hormonas ováricas, principalmente estrógeno y progesterona, y factores de 

crecimiento locales (47).  Experimentos de detección in situ del receptor de 

progesterona y estrógeno (45;48), junto con experimentos de manipulación genética de 

la expresión de los receptores (49;50) y el uso de tecnologías de transplante de glándula 

mamaria determinaron el rol esencial de estas hormonas en las distintas fases de 

crecimiento (51). Ratones Knock-out (KO) para el RE presentaron un epitelio mamario 

rudimentario típico de un fenotipo prepuberal demostrando la participación de los 

estrógenos en la proliferación y ramificación ductal temprana (50). La arquitectura y 

morfología ductal de la glándula mamaria de ratones KO para el RP es similar a la de 

ratones wild type adultos vírgenes observándose un desarrollo normal durante la etapa 

puberal hasta la adultez. Sin embargo, la ausencia del RP interrumpió completamente el 

desarrollo lóbulo-alveolar y la extensa ramificación ductal presente durante el embarazo 

(Figura 4) (49). Es importante destacar que la glándula mamaria de ratones KO para 

ciclina D1 presenta un fenotipo semejante al de ratones KO para el RP, indicando el rol 

de esta proteína en la regulación del crecimiento del epitelio mamario por progestágenos 
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(52;53). Estas evidencias, sumadas a numerosos análisis morfológicos y moleculares, 

demostraron que la progesterona es capaz de inducir tanto proliferación como 

diferenciación celular durante las diferentes etapas del desarrollo de la glándula 

mamaria (46;54). 

  

WT RPKO

CONTROL

E2+P4

E2+P4 

WT RPKO

CONTROL

E2+P4

E2+P4 

 
Figura 4. Morfología de la glándula mamaria en ratones KO para el RP.  

La estructura de la glándula mamaria en hembras wild type (WT) adultas vírgenes (panel A) es similar a 

la de hembras KO para el RP (RPKO) (panel B). La barra del panel A es de 5mm. Luego del tratamiento 

con altas dosis de estrógeno y progesterona en hembras wild type (panel C) y en hembras KO para el RP 

(panel D) se observa la falta de ramificación y desarrollo lóbulo-alveolar en ausencia del receptor. Los 

paneles E y F muestran una magnificación de los paneles C y D respectivamente. La barra del panel E es 

de 500µm. Control: hembras vírgenes sin tratar, E2: estradiol, P4: progesterona (46).  

 

Lydon y colaboradores (46;55) demostraron cambios en el patrón de distribución 

del RP en las distintas etapas del desarrollo de la glándula mamaria mediante 

experimentos de Knock-in de la construcción RP-LacZ (gen de LacZ río abajo del 

promotor del RP). Esta herramienta permitió determinar que el RP se expresa de forma 

exclusiva en las células epiteliales, donde se originan la mayoría de las 

transformaciones neoplásicas. La expresión del RP varía de un patrón mayormente 

uniforme en hembras jóvenes a uno no uniforme en hembras adultas. Este patrón 

discontinuo podría ser necesario para el correcto desarrollo de la glándula mamaria. En 
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la fase temprana de gestación durante el embarazo, se observó una segregación de las 

células positivas para el RP de las células en activa proliferación, indicando un efecto 

parácrino de la progesterona en el crecimiento del epitelio mamario. Esta organización 

espacial está altamente conservada en mamíferos determinando su importancia en la 

morfogénesis ductal. En base a estos hallazgos, se hipotetizó que alteraciones en la 

expresión del RP y por consiguiente de dicho efecto parácrino podría contribuir al 

desarrollo de carcinomas mamarios. 

De acuerdo a las evidencias antes citadas, el rol de los estrógenos como únicos 

inductores de la tumorigénesis mamaria se encuentra en discusión. Actualmente, la 

participación de la progesterona en la iniciación y progresión del carcinoma mamario es 

uno de los aspectos centrales en el estudio del desarrollo de esta enfermedad. 

 

 

PROGESTÁGENOS Y CÁNCER DE MAMA 
 

Numerosos trabajos indican que los progestágenos están involucrados en la 

regulación de la tumorigénesis mamaria (56-60). En este sentido, O´Malley y 

colaboradores (60) observaron que ratones KO para el RP presentan una disminución 

significativa en la incidencia de carcinomas mamarios, demostrando el rol esencial de 

los progestágenos en la progresión y desarrollo del cáncer de mama. Los efectos de la 

progesterona en el crecimiento de las células de carcinoma mamario dependen del 

modelo experimental, del contexto celular, la duración del tratamiento y la presencia de 

estrógenos (56). En particular, se observó que los progestágenos son capaces tanto de 

mantener un crecimiento sostenido (57) como de inducir una primera ronda de 

proliferación seguida de un arresto en la fase G1/S del segundo ciclo celular según lo 

observado en la línea celular de carcinoma mamario humana T47D (61). Horwitz y 

colaboradores (56) hipotetizaron que el pulso inicial de progesterona sensibiliza las 

células de carcinoma mamario arrestadas a la acción de diversos factores favoreciendo 

la proliferación o diferenciación celular. Este modelo sugiere que el comportamiento de 

las células tumorales mamarias resulta de la interacción entre las vías de señalización 

inducidas por factores de crecimiento/citoquinas y las vías de señalización inducidas por 

progesterona/RP.  
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En este sentido, numerosos trabajos demostraron la existencia de interacciones 

entre la progesterona/RP y la familia de receptores tirosina quinasa (RTKs) 

involucradas en los efectos proliferativos de esta hormona en células de carcinoma 

mamario (62-65). El crecimiento tumoral inducido por progestágenos involucra el 

aumento de la expresión de diversas proteínas del ciclo celular como ciclina D1, ciclina 

E, CDK2, p21WAF1/Cip1 y p27 (61;66-68). Lange et al (62;63) observó que la 

progesterona potencia los efectos del factor de crecimiento epidérmico (EGF) mediante 

el aumento en los niveles de los RTKs tipo I: EGFR, ErbB-2 y ErbB-3 y el aumento en 

la fosforilación de las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKs), y de las 

proteínas transductoras de señales y activadoras de la transcripción STAT5 y STAT3 

inducida por EGF, favoreciendo así la proliferación de células T47D. En este sentido, en 

nuestro laboratorio hemos demostrado que la heregulina (HRG), ligando de RTK tipo I, 

actúa como mediador del efecto proliferativo de los progestágenos en células de 

carcinoma mamario, a través de la activación de los RTKs ErbB-2 y el receptor del 

factor de crecimiento semejante a insulina I (IGF-IR) (69;70). A su vez, la heregulina es 

capaz de activar el RP mediante un mecanismo que requiere ErbB-2 funcional y la 

activación de la vía de las MAPKs (64). Además, demostramos la existencia de una 

interacción bidireccional del RP con la vía de las STATs, donde los progestágenos 

inducen la actividad transcripcional de STAT3 y a su vez la activación de esta quinasa 

es necesaria para la proliferación de células de carcinoma mamario inducida por 

progestágenos (62-64;71). 

Si bien se ha demostrado el rol de la progesterona en la supervivencia y 

proliferación de células de cáncer de mama, los mecanismos moleculares que median 

los efectos de esta hormona en el crecimiento y progresión tumoral aún no han sido 

determinados. Por otra parte, la presencia del RP en tumores mamarios está asociada a 

una mejor respuesta al tratamiento hormonal y es considerado un factor de mejor 

pronóstico, dando cuenta de la complejidad del rol del RP en el carcinoma mamario 

(60;72;73). 
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RECEPTOR DE PROGESTERONA 

 
ESTRUCTURA Y DOMINIOS 

 

El RP, miembro de la superfamilia de factores de transcripción dependientes de 

ligando, media los diversos efectos biológicos de la progesterona. Es una proteína 

modular que presenta los tres dominios estructurales característicos de los receptores 

nucleares: el dominio N-terminal, el dominio central de unión al DNA (DBD) y el 

dominio carboxilo terminal de unión al ligando (LBD) (Figura 5). Dentro de estos 

módulos hay por lo menos dos dominios de activación de la transcripción (AFs). El 

dominio de activación ligando independiente AF-1 se encuentra en el dominio N-

terminal y el dominio AF-2 dependiente de ligando está presente en el LBD (Figura 5). 

El DBD contiene dos clásicas estructuras de dedos de Zn2+ que le permiten la unión al 

DNA junto con regiones necesarias para la dimerización del receptor. Tanto el LBD 

como el DBD se encuentran altamente conservados entre los miembros de la familia de 

los receptores nucleares, mientras que el dominio N-terminal presenta una gran 

variabilidad en la longitud y en la secuencia (74;75).  

 

AF-1 AF-2

Dominio-N DBD h LBD

1 933

AF-1 AF-2

Dominio-N DBD h LBD

1 933

 
Figura 5. Esquema de los dominios del RP humano.  

Dominio N-terminal, DBD: Dominio de unión al DNA, LBD: Dominio de unión al Ligando, AF-1 y AF-

2: Dominios de Activación Transcripcional. 

 

 

ISOFORMAS DEL RECEPTOR DE PROGESTERONA 

 

El RP se expresa en dos isoformas mediante la transcripción a partir de dos 

promotores presentes en el mismo gen (76) o con el inicio de la traducción a partir de 

sitios alternativos presentes en un mismo ARN mensajero (77). El receptor de 

progesterona B, RP-B (120kDa), presenta en el extremo N-terminal 164 aminoácidos 

más que el RP-A (94kDa) (Figura 6). Ambas isoformas poseen DBD y LBD similares, 
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diferenciándose en su actividad transcripcional. El RP-B presenta un tercer dominio de 

activación de la transcripción (AF-3) en los primeros 164 aminoácidos siendo un 

activador transcripcional diez veces más fuerte que la isoforma A (Figura 6) (75;78;79). 

En determinados tipos celulares, el RP-A es capaz de actuar como dominante negativo 

ligando-dependiente de receptores esteroideos, como el RP-B y el RE, inhibiendo la 

transcripción de diversos genes (78;79).    
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Dominio-N DBD h LBD
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Dominio-N DBD h LBD
165

RP-A

AF-1 AF-2
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Figura 6. Isoformas del RP humano. 

Estructura del RP-B y del RP-A. La isoforma B posee 164 aminoácidos más que la isoforma A y en el 

dominio N-terminal contiene un tercer dominio de activación (AF-3) que le confiere una mayor actividad 

transcripcional. 

 

En la glándula mamaria, la expresión de ambas isoformas en iguales 

proporciones es necesaria para su correcto desarrollo y diferenciación (80). La 

sobreexpresión de la isoforma A produce hiperplasia del epitelio mamario y 

desorganización de la membrana basal, mientras que la sobreexpresión del RP-B 

provoca alteraciones en la diferenciación y desarrollo lóbulo-alveolar (81;82).  

Las cantidades relativas de RP-A y RP-B se encuentran alteradas en la mayoría 

de los tumores mamarios. Numerosos trabajos demostraron que dichas alteraciones son 

un evento temprano en el proceso de carcinogénesis mamaria y aumentan con el 

progreso de la enfermedad (80;83). Horwitz y colaboradores (72;73), mediante el uso de 

microarrays en células de carcinoma mamario humanas negativas para el RP T47D-Y 

transfectadas en forma estable con el RP-A o el RP-B, demostraron que cada una de 

estas isoformas es capaz de regular diferencialmente la expresión génica. A pesar de que 

la mayoría de estos genes son modulados por acción de la progesterona, existe un 

porcentaje regulado por efectos ligando independiente que favorecen el crecimiento, la 

migración, adhesión e invasión tumoral. Es importante destacar que la mayoría de los 
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efectos ligando dependiente son mediados por el RP-B mientras que los efectos en 

ausencia de ligando dependen principalmente de la isoforma A (72;73). Además, se 

demostró que un 70% de los tumores mamarios metastáticos presentan un exceso de 

RP-A respecto de RP-B, asociando a la isoforma A con un fenotipo más agresivo y de 

peor pronostico (83). 

 

 

MECANISMOS DE ACCIÓN DEL RECEPTOR DE PROGESTERONA 

 
EFECTOS GENÓMICOS 

 

El camino clásico de regulación de la transcripción génica por progestágenos a 

través del RP ha sido ampliamente caracterizado. En ausencia de ligando, el RP puede 

estar presente tanto en el citosol como en el núcleo y se encuentra asociado a un 

complejo de proteínas chaperonas como las proteínas de shock térmico hsp70 y hsp90. 

Luego de la interacción con su ligando, el RP sufre cambios conformacionales que 

promueven la disociación del complejo multiproteico de chaperonas, translocación al 

núcleo, homodimerización y unión específica a elementos respondedores a progesterona 

(PRE) presentes en el promotor de los genes blanco (Figura 7). Dichos elementos son 

secuencias consenso que consisten en repeticiones invertidas separadas por tres 

nucleótidos. El RP junto con el receptor de glucocorticoides (RG), el de andrógenos 

(RA) y el de mineralocorticoides se unen a la misma secuencia consenso: 

AGAACAnnnTGTTCT a través de sus DBD (84). 
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Figura 7. Mecanismo clásico de acción del RP.  

La unión del ligando al complejo inactivo RP-proteínas chaperonas induce cambios conformacionales que 

promueven la disociación del complejo multiproteico, translocación al núcleo, homodimerización y unión 

específica a elementos respondedores a progesterona (PRE) presentes en el promotor de los genes blanco. 

Al dímero activo se le unen coactivadores y la maquinaria basal de transcripción regulando así la 

expresión génica. 

 

Los receptores unidos al DNA son capaces de aumentar o disminuir la 

transcripción génica regulando el reclutamiento de la maquinaria basal de transcripción. 

Mediante la interacción con coactivadores o correpresores promueven la remodelación 

de la cromatina en promotores específicos, facilitando o reprimiendo el acceso y 

actividad de la maquinaria transcripcional (Figura 8). La interacción diferencial con 

coreguladores transcripcionales es uno de los mecanismos propuestos para explicar las 

diferencias en las respuestas biológicas de los receptores nucleares que se unen a los 

mismos elementos respondedores. En el caso del RP, O´Malley y colaboradores (85;86) 

determinaron que luego de la unión del ligando, el receptor es capaz de unir 

preferentemente miembros de la familia de coactivadores de receptores esteroideos tipo 

1 (SRC-1) que a su vez unen la histona acetiltransferasa (HAT) CBP resultando en la 

acetilación en la lisina 5 de la histona H4. Se observó, además, que las cantidades 

relativas de coactivadores y correpresores regulan los efectos agonistas/antagonistas de 

determinados moduladores del RP como el RU486 (87). 
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Figura 8. Interacción del RP con coreguladores transcripcionales. 

Una vez unido a su elemento respondedor, el RP es capaz de interaccionar con miembros de la familia 

SRC y reclutar histona acetiltransferasas como CBP/p300 permitiendo el acceso al promotor y la 

estabilización de la maquinaria basal de transcripción.  

 

 

FOSFORILACIÓN, ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL Y DEGRADACIÓN DEL RECEPTOR DE 

PROGESTERONA 

 

Los miembros de la familia de receptores esteroideos presentan un nivel basal de 

fosforilación que aumenta sensiblemente en presencia del ligando. En particular, se ha 

descripto que el RP contiene al menos 13 sitios de fosforilación en serina presentes en el 

dominio N-terminal (88). La mayoría de estos sitios contiene motivos Ser-Pro los cuales 

se sabe, son secuencias consenso para quinasas como las Cdks y las MAPKs. En este 

sentido, Weigel y colaboradores demostraron que la quinasa Cdk2 es capaz de fosforilar 

a las Ser162, Ser190 y Ser400,  identificadas como sitios de fosforilación basal del RP (89). 

Entre los sitios inducidos en presencia de ligando se encuentran las Ser102, presente 

exclusivamente en el RP-B, y las Ser294 y Ser345 presentes en ambas isoformas (90) 

(Figura 9).  
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Figura 9. Sitios de fosoforilación  del RP 

Alrededor de 13 residuos de serina y uno de treonina representan tanto los sitios de fosforilación basal 

como los sitios inducidos en presencia del ligando. La fosforilación del RP está mediada por diversas 

quinasas como las Cdk2 (sitios constitutivos) y las MAPKs (sitios inducibles). En la figura se muestran 

los sitios de fosforilación más estudiados.  

 

Numerosos trabajos demostraron que la fosforilación del RP es un importante 

mecanismo de regulación de su función. En particular, se demostró que la fosforilación 

inducida por ligando en Ser294 está  mediada por acción de las p42/p44 MAPKs y es 

necesaria para la posterior exportación nuclear, ubiquitinación y degradación 

citoplasmática mediante el proteasoma 26S en células de carcinoma mamario T47D 

(91;92). Además, Lange y colaboradores determinaron que la actividad transcripcional 

del RP se encuentra asociada a la fosforilación en Ser294 demostrando el rol de las 

MAPKs tanto en la estabilidad como en la funcionalidad del RP (93).   

 

 

EFECTOS RÁPIDOS NO GENÓMICOS 

 

Tradicionalmente, se ha descripto que las hormonas esteroideas son responsables 

de numerosos efectos fisiológicos mediante la modulación directa de la transcripción 

génica. A pesar de la observación temprana de diversas respuestas rápidas a los 

esteroides, los efectos no genómicos fueron aceptados recién en los últimos años. Las 

respuestas rápidas inducidas por las hormonas esteroideas fueron observadas en 

distintos tejidos y especies incluyendo los efectos de la aldosterona en el flujo de calcio 

de linfocitos y células musculares (94), la acción de la vitamina D3 en los niveles de 
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GMPc de fibroblastos (95), el aumento de AMPc en células mamarias inducido por 

estrógenos (96), la rápida acción de los progestágenos en el flujo de calcio durante la 

maduración de oocitos (97) y la reacción acrosomal de los espermatozoides (98), entre 

otros. 

Los efectos no genómicos de las hormonas esteroideas son aquellos que ocurren 

en forma rápida, a partir de los primeros segundos o minutos luego del tratamiento 

hormonal y son independientes de la transcripción y síntesis proteica (99). Esta rápida 

acción desencadena una serie de eventos a corto plazo, como la activación de vías de 

transducción de señales, y efectos fisiológicos a largo plazo como la progresión del 

ciclo celular y proliferación (78). 

Desde la aceptación de los efectos no genómicos inducidos por las hormonas 

esteroideas se han buscado receptores que den cuenta de las respuestas rápidas 

observadas. Dependiendo del tipo de hormona y la respuesta específica de cada tejido o 

célula, existen diferentes receptores y mecanismos involucrados en los efectos no 

genómicos de las hormonas esteroideas. La identidad de dichos receptores generó una 

gran controversia entre los investigadores. Algunos, como M. Wehling y colaboradores, 

afirman la existencia de receptores de membrana con características estructurales y 

funcionales diferentes a los receptores nucleares clásicos ya descriptos (100-103); 

mientras que existen aquellos investigadores que apoyan la teoría de la presencia de los 

mismos receptores clásicos en la membrana celular (104-106). En particular, se han 

descripto diversas proteínas presentes en la membrana celular capaces de unir 

progestágenos. White y colaboradores determinaron que la proteína P4BP (P4-binding 

protein) de 60kDa presente en la membrana de células de granulosa inhibe la apoptosis 

celular mediante la activación de las MAPKs luego del tratamiento con progestágenos 

(107;108). Por otra parte, Wehling y colaboradores purificaron y caracterizaron, a partir 

de membrana de células de hígado porcino, una proteína de 200kDa formada por 

subunidades de 28kDa y 56kDa capaz de unir progesterona con una alta afinidad e 

inducir la liberación de calcio de células hepáticas (109). Thomas y colaboradores en el 

año 2003 clonaron, a partir de DNAc de células ováricas de trucha marina, un RP de 

membrana de 40kDa que se expresa en tres isoformas α, β y γ en diversos tejidos como 

el reproductor, nervioso y digestivo (110;111). Las características estructurales de esta 

proteína difieren completamente del RP clásico, siendo un miembro de la familia de 

proteínas de siete pasos transmembrana acoplada a proteína G (GCPR) (110;111). Cabe 

destacar que el GCPR no es capaz de unir progestágenos sintéticos y que la presencia de 
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antiprogestágenos normalmente utilizados para bloquear la acción del RP clásico no 

produce ningún efecto en la función del receptor de membrana.  

Un claro ejemplo de la presencia del RP clásico en la membrana celular como 

mediador de los efectos no genómicos de los progestágenos, es el receptor descripto por 

Ferrell y colaboradores presente en los oocitos de Xenopus (X-PR) (112). Alrededor de 

un 5% del X-PR clásico se encuentra en la membrana celular y es capaz de asociarse a 

las vías de p42 MAPK y PI-3K induciendo la maduración de los oocitos (106).  

Finalmente, los efectos no genómicos de las hormonas esteroideas pueden ser 

mediados por una subpoblación del mismo RP clásico capaz de interaccionar con vías 

de transducción de señales en el citosol, desencadenando efectos rápidos luego de la 

interacción con el ligando. La activación de vías de transducción de señales puede, en 

última instancia, regular la expresión génica en la célula. Dependiendo, entonces, de la 

acción genómica o no genómica de los receptores esteroideos, se activarán distintos 

patrones génicos dando diversas respuestas biológicas (113). 

Auricchio y colaboradores demostraron por primera vez que los progestágenos 

activan en forma rápida la vía Src/p21ras/MAPKs a través del RP clásico en células de 

carcinoma mamario T47D (114). Ballaré y colaboradores determinó que la activación 

de la tirosina quinasa c-Src por el RP ocurre en forma indirecta, mediante la interacción 

de los dominios ERID-I y ERID-II presentes en el dominio N-terminal del RP con el 

LBD del RE (115). Este último, a su vez, interacciona con c-Src mediante la unión de 

los dominios SH2 de la quinasa y el residuo tirosina 537 del RE (115). Sin embargo, los 

trabajos de Edwards y colaboradores determinaron una interacción directa entre el RP y 

la familia de quinasas c-Src (116). La presencia del sitio rico en prolinas, PPPPLPPR, 

presente entre los aminoácidos 421-428 del dominio N-terminal del RP le permite 

interaccionar con dominios SH3 de proteínas de la familia c-Src activando en forma 

rápida la vía Src/MAPKs luego del tratamiento con progesterona (Figura 10) (116). Esta 

activación ocurre fuera del núcleo y es inducida solo por la isoforma B del RP debido a 

la distribución principalmente nuclear que presenta el RP-A (68). Las discrepancias 

observadas podrían explicarse por la formación de diferentes complejos dependiendo de 

la presencia de diversas moléculas adaptadoras y transductoras de señales (117).  
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Figura 10. Dominio rico en prolinas del RP 

El sitio rico en prolinas presente entre los aminoácidos 421-428 del dominio N-terminal del RP presenta 

una secuencia del tipo XPPLPXR caracterítica de los ligandos clase II de los dominios SH3 de la familia 

de proteínas tirosina quinasa c-Src. 

 

La activación rápida de vías, como mencionamos más arriba, regula la expresión 

de genes involucrados en diversas respuestas biológicas (Figura 11). En particular, se 

determinó la participación de estas vías en la proliferación de las células de carcinoma 

mamario T47D inducida por progestágenos, sugiriendo la regulación del crecimiento 

tumoral mediante efectos no genómicos del RP (118). En este sentido, Lange y 

colaboradores demostraron que, en células T47D-Y transfectadas con la mutante S294-

RP (incapaz de ser fosforilada por MAPKs), los progestágenos estimulan la expresión 

de ciclina D1 y la entrada en fase S del ciclo mediante la activación de la vía de las 

MAPKs y en forma independiente de la actividad transcripcional del RP (66;119). En 

este sentido, en nuestro laboratorio demostramos que la rápida activación de STAT-3 

por progestágenos induce el crecimiento de células de carcinoma mamario murino 

mediante un mecanismo dependiente de la activación de las quinasas Janus (Jaks) y c-

Src (71). 
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Figura 11. Efectos no genómicos del RP.  

En presencia de la hormona, el RP es capaz de inducir tanto efectos genómicos clásicos como efectos 

rápidos no genómicos. Estos últimos se caracterizan por una  activación rápida de vías de transducción de 

señales, como la vía de Src/Ras/MAPKs, regulando la actividad de factores de transcripción (FT) y la 

expresión de diversos genes que no presentan un PRE en su promotor.  

 

La progesterona es capaz de inducir tanto efectos genómicos clásicos como 

efectos rápidos no genómicos. En los últimos años se ha demostrado que la activación 

de vías de transducción de señales por progestágenos cumple un rol esencial en el 

crecimiento y desarrollo del carcinoma mamario. El estudio de las vías involucradas y 

las diversas respuestas biológicas inducidas por los progestágenos es de suma 

importancia para proveer nuevos blancos terapéuticos para el tratamiento del cáncer de 

mama.  
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MODELOS EXPERIMENTALES 

 
En el presente trabajo se utilizaron tres modelos experimentales con diferentes 

fenotipos con el fin de estudiar los mecanismos moleculares de la acción de los 

progestágenos en células de cáncer de mama.  

 

 

MODELO EXPERIMENTAL DE ADENOCARCINOMA MAMARIO MURINO INDUCIDO POR 

PROGESTÁGENOS (C4HD) 

 

Se utilizó el modelo experimental murino de carcinogénesis hormonal C4HD 

(120). En este modelo, la administración prolongada del progestágeno sintético acetato 

de medroxiprogesterona (MPA) a ratones hembra vírgenes de la cepa BALB/c resultó 

en la aparición de adenocarcinomas mamarios (Figura 12). Entre ellos, el tumor C4HD 

es de histología ductal con una baja capacidad metastásica, expresa altos niveles de RE 

y RP (121), sobreexpresa el RTK tipo I ErbB-2 y expresa ErbB-3 y ErbB-4 

(70;122;123). El tumor se mantiene por pasajes singeneicos en ratones hembra vírgenes 

BALB/c tratados con un depot de MPA (40mg) y presenta un crecimiento dependiente 

de progestágenos (122). Existen pocos modelos bien caracterizados de la progresión del 

carcinoma mamario. El modelo de carcinogénesis hormonal C4HD es una herramienta 

excelente dado que su histología y el patrón de expresión de receptores son similares a 

la presentada por los tumores de mama humanos.  

Realizando pasajes a hembras sin tratar con MPA se seleccionaron variantes 

capaces de crecer sin el aporte exógeno de progestágenos y se las denominó 

progestágeno-independientes (HI) (Figura 12). En menor proporción, el MPA indujo 

tumores de origen lobulillar (Figura 12) (122). 
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Figura 12. Modelo de carcinogénesis mamaria inducida por MPA.  

La administración prolongada del progestágeno sintético MPA indujo la aparición espontánea de 

adenocarcinomas mamarios mayormente de histología ductal y con altos niveles de RE y RP. Son los 

denominados progestágeno-dependientes (HD), entre ellos, el C4HD. Realizando pasajes en ratones sin 

tratar con MPA además se obtuvieron los tumores progestágeno-independientes (HI). Por último, se 

obtuvieron en menor medida tumores de origen lobulillar, que carecen de RP y RE. 
 

A partir del tumor C4HD, se obtuvieron cultivos primarios de células epiteliales 

que retuvieron las características del tumor parental a nivel de expresión de receptores y 

de crecimiento progestágeno-dependiente.  

 

 

LÍNEA CELULAR DE ADENOCARCINOMA MAMARIO MURINO METASTÁSICO (LM3) 

 

La línea celular LM3 fue desarrollada en el laboratorio de la Dra. Elisa Bal de 

Kier Joffé (Urtreger et at. Int J Oncol 1997 11 489-96). Se obtuvo a partir de cultivos 

primarios del adenocarcinoma mamario murino M3, mantenido por pasajes singeneicos 

en ratones hembra vírgenes BALB/c (Bal de Kier Joffé et at Invasión Metastasis 1986 6 

302-12). Estos tumores presentan una alta capacidad metastásica con un 40% de 

incidencia de metástasis pulmonares. La inyección subcutánea de células epiteliales 

LM3 en ratones BALB/c produce adenocarcinomas poco diferenciados, localmente 

invasivos y altamente metastáticos en pulmón. La línea LM3 no presenta RE ni RP, su 
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crecimiento es hormono-independiente y, al igual que el tumor parental, presenta una 

alta capacidad invasiva con un 90-100% de incidencia de metástasis pulmonar (Urtreger 

et at. Int J Oncol 1997 11 489-96).  

 

 

LÍNEA CELULAR DE CARCINOMA MAMARIO HUMANA (T47D-Y) 

 

El grupo de la Dra. Kathryn Horwitz desarrolló la línea celular de carcinoma 

mamario humana T47D-Y a partir de la línea parental T47D, RE y RP positiva, 

proveniente de una paciente con cáncer de mama metastático en pulmón (124). La línea 

T47D-Y se obtuvo mediante clonación por dilución límite y a diferencia de la línea 

parental, no expresa RP. Esta línea celular es muy utilizada para estudiar los efectos 

tanto genómicos como no genómicos del RP en células de carcinoma mamario humanas 

(119). Además, es una herramienta apropiada para determinar en forma independiente 

los efectos de las isoformas A y B del RP en el crecimiento de células cáncer de mama 

(79). 

 

 

MUTANTES DEL RECEPTOR DE PROGESTERONA  

 

En el presente trabajo se utilizaron dos mutantes del RP con el fin de estudiar los 

efectos genómicos y no genómicos de los progestágenos en células de carcinoma 

mamario involucrados en el crecimiento y progresión tumoral. 

En primer lugar, se utilizó una isoforma B del RP que posee una mutación 

puntual que reemplaza una cisteína (587) conservada en el primer dedo de zinc del DBD 

por una alanina (C587A). Esta mutante del RP (C587A-RP), realizada y caracterizada 

por Horwitz y colaboradores (125), es incapaz de unirse a un PRE y por lo tanto de 

regular la actividad transcripcional de los promotores blanco. 

En segundo lugar, se utilizó la mutante del RP desarrollada por Edwards y 

colaboradores en la cual tres prolinas claves en la interacción del RP con c-Src fueron 

reemplazadas por alaninas (RP-BmPro), impidiendo la activación de vías de 

transducción de señales dependientes de c-Src (116). 
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OBJETIVO GENERAL 
 

El objetivo del presente trabajo fue estudiar los efectos no genómicos de los 

progestágenos en células de carcinoma mamario, analizando su participación en la 

regulación de diversos aspectos del fenotipo neoplásico. En particular se analizó: 

 

 

OBJETIVOS PARTICULARES    

 

PARTE I 

 

Objetivo 1. Evaluar la capacidad del MPA de inducir la rápida activación de vías de 

transducción de señales en las células de carcinoma mamario murino C4HD y LM3 y en 

células de carcinoma mamario humanas T47D-Y transfectadas con el RP y sus 

mutantes. 

Objetivo 1.1: Estudiar la activación rápida de vías de transducción de señales en las 

células C4HD luego del tratamiento con MPA. 

Objetivo 1.2: Determinar la participación del RP clásico y el RE en la activación de vías 

de transducción de señales en células LM3 y T47D-Y transfectadas con el RP. 

Objetivo 1.3: Evaluar la capacidad del MPA de activar vías de transducción de señales 

en forma independiente de la actividad transcripcional del RP en células LM3 y T47D-

Y transfectadas con el RP y con la mutante C587A-RP. 

 

 

PARTE II 

 

Objetivo 2. Estudiar los mecanismos moleculares involucrados en la proliferación 

celular inducida por MPA en las células de carcinoma mamario murino C4HD y LM3 y 

en células de carcinoma mamario humanas T47D-Y transfectadas con el RP y sus 

mutantes. 

Objetivo 2.1: Evaluar la participación de las vías de transducción de señales en la 

proliferación inducida por MPA en células C4HD. 
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Objetivo 2.2: Estudiar la capacidad del MPA de inducir la proliferación celular en forma 

independiente de la actividad transcripcional del RP en células LM3 y T47D-Y 

transfectadas con el RP y con la mutantes C587A-RP y RP-BmPro. 

Objetivo 2.3: Estudiar el efecto del MPA en la supervivencia de células LM3 

transfectadas con el RP y con la mutantes C587A-RP y RP-BmPro. 

 

 

PARTE III 

 

Objetivo 3. Evaluar los efectos no genómicos del MPA en la regulación de la actividad 

de proteasas y la capacidad metastásica de células LM3 transfectadas con el RP y las 

mutantes del RP.  

Objetivo 3.1: Estudiar el efecto del MPA en la actividad de proteasas involucradas en el 

proceso de invasión tumoral en células C4HD y LM3 transfectadas con el RP 

analizando la participación de las vías de transducción de señales. 

Objetivo 3.2: Determinar la capacidad del MPA de regular la actividad de proteasas en 

forma independiente de la actividad transcripcional del RP en células LM3 transfectadas 

con el RP y con la mutantes C587A-RP y RP-BmPro. 

Objetivo 3.3: Evaluar los efectos genómicos y no genómicos del MPA en la regulación 

de la capacidad metastásica de células LM3 transfectadas con el RP y con la mutantes 

C587A-RP y RP-BmPro. 
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PARTE I 
 

En esta primera parte del trabajo se evaluó la capacidad del MPA de inducir la 

rápida activación de vías de transducción de señales en los tres modelos experimentales 

utilizados.  

 

 

MPA induce la rápida activación de las p42/p44MAPKs y la vía PI-3K/Akt en 

células C4HD  

 

Trabajos previos demostraron la capacidad de los progestágenos de activar la vía 

de Src/Ras/MAPKs durante la fase proliferativa que presentan las células de carcinoma 

mamario humanas T47D luego del tratamiento con progestágenos (114;119). En el 

presente trabajo se estudió el efecto del MPA en la actividad de vías de transducción de 

señales en el modelo de carcinogénesis homonal C4HD que presenta altos niveles de RP 

y una proliferación sostenida en presencia de progestágenos. Como se muestra en la 

Figura 13A, el MPA es capaz de activar en forma rápida las p42/p44MAPKs en las 

células C4HD. La activación de estas quinasas se evaluó mediante ensayos de western 

blot (WB) con anticuerpos específicos contra las formas fosforiladas de las 

p42/p44MAPKs. El máximo de estimulación (2 veces) se observó a los 5 minutos de 

tratamiento llegando nuevamente a niveles basales luego de los 30 minutos. El 

pretratamiento de las C4HD con PD98059 10µM, inhibidor específico de MEK1, o con 

U0126 5µM, inhibidor específico de MEK1/MEK2, bloqueó completamente la 

activación de las p42/p44MAPKs por MPA (Figura 13A). A diferencia de lo observado 

por Lange y colaboradores (119), el tratamiento con el antiprogestágeno RU486 100nM 

no aumentó la fosforilación de las p42/p44MAPKs, sin embargo, disminuyó 

significativamente la activación inducida por MPA (Figura 13A).  
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Figura 13A. MPA induce la rápida activación de las p42/p44MAPKs en células C4HD.  

Cultivos primarios de células C4HD fueron tratados con MPA por los tiempos indicados, tratadas con 

RU486 por 5 minutos o preincubadas con los inhibidores RU486, PD98059, U0126 previo a la 

estimulación con MPA. Veinticinco µg de proteínas de extracto total de C4HD fueron corridas en un 

SDS-PAGE y se revelaron con un anticuerpo contra fosfop42/p44MAPKs. La membrana fue luego 

sometida a stripping y revelada con un anticuerpo contra p42/p44MAPKs totales. Se muestra un 

experimento representativo de 4. 

 

La regulación de la actividad de la vía PI-3K/Akt por progestágenos permanece 

poco explorada (126). En el presente trabajo evaluamos la capacidad del MPA de 

activar la vía PI-3K/Akt en células C4HD mediante ensayos de WB utilizando 

anticuerpos contra la fosfoserina 473 de Akt, como medida de la activación de esta vía. 

En la Figura 13B se muestra una rápida activación de la vía PI-3K/Akt a los 5 minutos 

de tratamiento con MPA llegando a un máximo (3 veces) luego de 10 minutos. Los 

inhibidores específicos de PI-3K, Wortmanina (1µM) y Ly294002 (2µM), bloquearon 

completamente la activación de Akt por MPA (Figura 13B). El tratamiento con RU486 

100nM no estimuló la fosforilación de Akt, sin embargo, disminuyó significativamente 

la activación de la vía por MPA (Figura 13B).  

 

 

 

 

 



Tesis Doctoral Lic Romina P. Carnevale                                                                       Resultados 

45  

MPA 10nM (min)

RU486 100nM        

Wortmanina 1µM      

LY294002 2µM            

0

-

-

-

5

-

-

-

10

-

-

-

15

-

-

-

30

-

-

-

60

-

-

-

5

+

-

-

5

-

+

-

5

-

-

+

-

+

-

-

fosfoser 473 Akt

Akt

MPA 10nM (min)

RU486 100nM        

Wortmanina 1µM      

LY294002 2µM            

0

-

-

-

5

-

-

-

10

-

-

-

15

-

-

-

30

-

-

-

60

-

-

-

5

+

-

-

5

-

+

-

5

-

-

+

-

+

-

-

0

-

-

-

5

-

-

-

10

-

-

-

15

-

-

-

30

-

-

-

60

-

-

-

5

+

-

-

5

-

+

-

5

-

-

+

0

-

-

-

5

-

-

-

10

-

-

-

15

-

-

-

30

-

-

-

60

-

-

-

5

+

-

-

5

-

+

-

5

-

-

+

-

+

-

-

fosfoser 473 Akt

Akt

 
 

Figura 13B. MPA induce la rápida activación de la vía PI-3K/Akt en células C4HD.  

Cultivos primarios de células C4HD fueron tratados con MPA por los tiempos indicados, tratadas con 

RU486 por 5 minutos o preincubadas con los inhibidores RU486, Wortmanina, Ly294002 previo a la 

estimulación con MPA. Cincuenta µg de proteínas de extracto total de C4HD fueron corridas en un SDS-

PAGE y se revelaron con un anticuerpo contra fosfoser 473 Akt. La membrana fue luego sometida a 

stripping y revelada con un anticuerpo contra Akt total. Se muestra un experimento representativo de 4. 

 

 

La rápida activación de las p42/p44MAPKs y la vía PI-3K/Akt por MPA es 

mediada por el receptor de progesterona clásico 

 

Los resultados obtenidos en presencia del antiprogestágeno RU486 sugieren la 

participación del RP clásico en la activación de las p42/p44MAPKs y la vía PI-3K/Akt. 

Con el objetivo de demostrar efectivamente el rol del RP convencional en los efectos no 

genómicos del MPA se utilizó nuestro segundo modelo experimental, la línea celular de 

carcinoma mamario murino LM3. Como se mencionó previamente, esta línea carece de 

la expresión del RP y RE y su crecimiento es independiente de hormonas. Las células 

LM3 fueron transfectadas en forma transiente con un vector de expresión para la 

isoforma B del RP humano (LM3-RP-B). En la Figura 14 se muestra la capacidad del 

MPA de estimular la fosforilación de la proteína quinasa c-Src a los 2 minutos del 

tratamiento con el progestágeno en las LM3-RP-B. Sin embargo, en las LM3 sin 

transfectar o transfectadas con un vector vacío (LM3-pSG5) no se observaron 

diferencias en el nivel de fosforilación de c-Src luego del tratamiento con MPA (Figura 

14).  
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Figura 14. MPA induce la rápida activación de c-Src en células LM3 transfectadas con RP.  

Las células LM3 fueron transfectadas en forma transiente con el RP (LM3-RP-B), con un vector vacío 

(LM3-pSG5) o permanecieron sin tratar. Las células fueron luego estimuladas con MPA durante 2 

minutos. Veinticinco µg de proteínas de extracto total de LM3 fueron corridas en un SDS-PAGE y se 

revelaron con un anticuerpo contra fosfo c-Src. La membrana fue luego sometida a stripping y revelada 

con un anticuerpo contra c-Src total. Se muestra un experimento representativo de 3. 
 

Se evaluó luego el efecto del MPA en la activación de las MAPKs en células 

LM3 trasnsfectadas con el RP. Como se muestra en la Figura 15A, el tratamiento con el 

progestágeno estimuló la fosforilación de las p42/p44MAPKs solo en las LM3-RP-B. El 

tratamiento con RU486 no estimuló la fosforilación de p42/p44MAPKs y disminuyó 

significativamente la activación de la vía por MPA (Figura 15A). Sin embargo, esta 

inhibición resultó menor a la observada con U0126 (Figura 15A).  

Trabajos previos demostraron que la co-transfección con el RE en células Cos-7 

disminuye los niveles basales de fosforilación de c-Src permitiendo observar la 

activación de esta quinasa luego del tratamiento con progestágenos (116). En el presente 

trabajo se utilizó la línea LM3, que carece de RE, como modelo para estudiar el rol de 

este receptor en la activación de la vía Src/MAPKs por MPA. Las células LM3 fueron 

co-transfectadas con RE-α humano junto con el RP (LM3-RP-B-RE). La expresión del 

RE disminuyó el nivel basal de fosforilación de las p42/p44MAPKs en las LM3-RP-B-

RE respecto al observado en las LM3-RP-B (Figura 15A), permitiendo detectar una 

mayor activación luego del tratamiento con MPA. La preincubación con U0126 y con 

RU486 disminuyó la fosforilación de las p42/p44MAPKs inducida por el progestágeno 

(Figura 15A).  
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Figura 15A. MPA induce la rápida activación de p42/p44MAPKs en células LM3 transfectadas con RP.  

Las células LM3 fueron transfectadas en forma transiente con el RP (LM3-RP-B), co-transfectadas con el 

RE (LM3-RP-B-RE), con un vector vacío (LM3-pSG5) o permanecieron sin tratar. Las células fueron 

luego estimuladas con MPA o con RU486 durante 5 minutos o preincubadas con U0126 o RU486 previo 

a la estimulación con MPA. Veinticinco µg de proteínas de extracto total de LM3 fueron corridas en un 

SDS-PAGE y se revelaron con un anticuerpo contra fosfo p42/p44MAPKs. La membrana fue luego 

sometida a stripping y revelada con un anticuerpo contra p42/p44MAPKs totales. Se muestra un 

experimento representativo de 4. 

 

Resultados similares fueron obtenidos en nuestro tercer modelo experimental, la 

línea de carcinoma mamario humana T47D-Y, que expresa RE pero carece de RP. Al 

igual que las LM3, las células T47D-Y fueron transfectadas en forma transiente con la 

isoforma B del RP (T47D-Y-RP-B) o con un vector vacío (T47D-Y-pSG5) y se analizó 

el efecto del MPA en la activación de las p42/p44MAPKs. Como se muestra en la 

Figura 15B, el MPA fue capaz de aumentar la fosforilación de las p42/p44MAPKs, 

observándose una inhibición total de este efecto al preincubar las células con U0126 y 

una disminución significativa en presencia de RU486. Recientemente, Lange y 

colaboradores (119) reportaron una estimulación de la fosforilación de las 

p42/p44MAPKs en presencia de RU486 en células T47D-Y transfectadas en forma 

estable con el RP. En el presente trabajo no se observó una activación de la vía 

Src/MAPKs luego del tratamiento con el antiprogestágeno. 
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Figura 15B. MPA induce la rápida activación de p42/p44MAPKs en células T47D-Y transfectadas con 

RP.  

Las células T47D-Y fueron transfectadas en forma transiente con el RP (T47D-Y-RP-B), con un vector 

vacío (T47D-Y-pSG5) o permanecieron sin tratar. Las células fueron luego estimuladas con MPA o con 

RU486 durante 5 minutos o preincubadas con U0126 o RU486 previo a la estimulación con MPA. 

Veinticinco µg de proteínas de extracto total de T47D-Y fueron corridas en un SDS-PAGE y se revelaron 

con un anticuerpo contra fosfo p42/p44MAPKs. La membrana fue luego sometida a stripping y revelada 

con un anticuerpo contra p42/p44MAPKs totales. Se muestra un experimento representativo de 4. 

 

Se estudió luego la participación del RP clásico en la activación de la vía PI-

3K/Akt por MPA tanto en las células LM3 como en las T47D-Y. El tratamiento con 

MPA no produjo cambios en el nivel de fosforilación de Akt en células LM3 y T47D-Y 

sin transfectar o transfectadas con pSG5  (Figuras 16A y 16B respectivamente). Sin 

embargo, el progestágeno fue capaz de inducir un aumento en la fosforilación de Akt en 

las células LM3-RP-B (Figura 16A). La preincubación con el inhibidor Ly294002 

bloqueó completamente la estimulación de Akt por MPA en las células LM3-RP-B 

(Figura 16A). Asimismo, el tratamiento con RU486 no aumentó la fosoforilación en 

serina 473 de Akt y disminuyó significativamente la estimulación de la vía por MPA en 

las LM3-RP-B (Figura 16A). Al igual que para la vía de las MAPKs, la co-transfección 

con el RE resultó en una disminución del nivel basal de fosforilación de Akt 

permitiendo observar una mayor activación de la vía luego del tratamiento con MPA 

(Figura 16A). Este efecto fue bloqueado por la presencia de los inhibidores Ly294002 y 

RU486 (Figura 16A). Resultados similares fueron obtenidos en las T47D-Y-RP-B 

dónde el tratamiento con MPA indujo un aumento en la fosforilación de Akt, el cual fue 

bloqueado en presencia de los inhibidores Ly294002 y RU486 (Figura 16B).  
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Figura 16. MPA induce la rápida activación de PI-3K/Akt  en células LM3 y  T47D-Y transfectadas con 

RP.  

Las células LM3 (A) y T47D-Y (B) fueron transfectadas en forma transiente con el RP (LM3-RP-B, 

T47D-Y-RP-B), con un vector vacío (LM3-pSG5, T47D-Y-pSG5) o permanecieron sin tratar. Las células 

LM3 fueron además co-trasnfectadas con el RE (LM3-RP-B-RE). Las células fueron luego estimuladas 

con MPA o con RU486 durante 5 minutos o preincubadas con Ly294002 o RU486 previo a la 

estimulación con MPA. Cincuenta µg de proteínas de extracto total de LM3 y T47D-Y fueron corridas en 

un SDS-PAGE y se revelaron con un anticuerpo contra fosfoser 473 Akt. La membrana fue luego 

sometida a stripping y revelada con un anticuerpo contra Akt total. Se muestra un experimento 

representativo de 4. 

 

 

La rápida activación de las p42/p44MAPKs y la vía PI-3K/Akt por MPA es un 

efecto no genómico del receptor de progesterona 

 

Con el objetivo de demostrar que la activación de las vías de transducción de 

señales por progestágenos es un efecto no genómico, las células LM3 y T47D-Y fueron 

transfectadas con una isoforma B del RP que posee una mutación puntual que 
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reemplaza una cisteína (587) conservada en el primer dedo de zinc del DBD por una 

alanina (C587A). Esta mutante del RP (C587A-RP), realizada y caracterizada por 

Horwitz y colaboradores (125), es incapaz de unirse a un PRE y por lo tanto de regular 

la actividad transcripcional de los promotores blanco. Al igual que lo observado en las 

células Cos-7, MPA estimuló la fosforilación de c-Src en células LM3 transfectadas con 

la mutante C587A (LM3-C587A-RP) (Figura 17).  
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MPA 10nM           - +                - +            
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LM3-C587A-RPLM3-pSG5
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Figura 17. MPA induce la rápida activación de c-Src en células LM3 transfectadas con RP-C587A.  

Las células LM3 fueron transfectadas en forma transiente con el C587A (LM3-C587A-RP), con un vector 

vacío (LM3-pSG5). Las células fueron luego estimuladas con MPA durante 2 minutos. Veinticinco µg de 

proteínas de extracto total de LM3 fueron corridas en un SDS-PAGE y se revelaron con un anticuerpo 

contra fosfo c-Src. La membrana fue luego sometida a stripping y revelada con un anticuerpo contra c-Src 

total. Se muestra un experimento representativo de 3. 

 

Se analizó luego el efecto del MPA en la activación de las MAPKs en células 

transfectadas con la mutante C587A. El tratamiento con el progestágeno aumentó la 

fosforilación de las p42/p44MAPKs en las LM3-C587A-RP, siendo este aumento 

disminuído significativamente por la presencia de los inhibidores U0126 y RU486 

(Figura 18A). Al igual que lo observado en las LM3-RP-B, la co-transfección con el RE 

(LM3-C587A-RP-RE) disminuyó el nivel basal de fosforilación de las p42/p44MAPKs 

y la activación observada luego del tratamiento con MPA fue inhibida por la presencia 

de U0126 y RU486 (Figura 18A). Resultados similares fueron obtenidos en la línea 

celular T47D-Y, en la cual la transfección con la mutante incapaz de unirse a PREs 

(T47D-Y-C587A-RP) permitió observar un aumento en la fosforilación de las 

p42/p44MAPKs luego del tratamiento con MPA (Figura 18B). La estimulación de la vía 

por el progestágeno fue inhibida por U0126 y RU486 (Figura 18B).  
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Figura 18. MPA induce la rápida activación de p42/p44MAPKs  en células LM3 y  T47D-Y transfectadas 

con RP-C587A.  

Las células LM3 (A) y T47D-Y (B) fueron transfectadas en forma transiente con el C587A-RP (LM3-

C587A-RP, T47D-Y-C587A-RP) o permanecieron sin tratar. Las células LM3 fueron además co-

trasnfectadas con el RE (LM3-C587A-RP-RE). Las células fueron luego estimuladas con MPA o con 

RU486 durante 5 minutos o preincubadas con U0126 o RU486 previo a la estimulación con MPA. 

Veinticinco µg de proteínas de extracto total de LM3 y T47D-Y fueron corridas en un SDS-PAGE y se 

revelaron con un anticuerpo contra fosfo p42/p44MAPKs. La membrana fue luego sometida a stripping y 

revelada con un anticuerpo contra p42/p44MAPKs totales. Se muestra un experimento representativo de 

4. 

 

Respecto a la vía PI-3K/Akt, se observó que el tratamiento con MPA aumentó la 

fosforilación de Akt en células LM3-C587A-RP y T47D-Y-C587-RP (Figura 19A y B 

respectivamente). La activación de la vía PI-3K/Akt inducida por MPA se inhibió en 

presencia de Ly294002 y RU486 en ambos tipos celulares (Figura 19). Las células LM3 

co-transfectadas con RE presentaron un menor nivel basal de fosforilación de Akt 
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respecto a las LM3-C587A-RP, permitiendo observar una mayor estimulación luego del 

tratamiento con MPA (Figura 19A). 
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Figura 19. MPA induce la rápida activación de PI-3K/Akt  en células LM3 y  T47D-Y transfectadas con 

C587A-RP.  

Las células LM3 (A) y T47D-Y (B) fueron transfectadas en forma transiente con el C587A-RP (LM3-

C587A-RP, T47D-Y-C587A-RP) o permanecieron sin tratar. Las células LM3 fueron además co-

transfectadas con el RE (LM3-C587A-RP-RE). Las células fueron luego estimuladas con MPA o con 

RU486 durante 5 minutos o preincubadas con Ly294002 o RU486 previo a la estimulación con MPA. 

Cincuenta µg de proteínas de extracto total de LM3 y T47D-Y fueron corridas en un SDS-PAGE y se 

revelaron con un anticuerpo contra fosfoser Akt. La membrana fue luego sometida a stripping y revelada 

con un anticuerpo contra Akt total. Se muestra un experimento representativo de 4. 
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Expresión y actividad transcripcional del receptor de progesterona y la mutante 

C587A-RP 

 

Se evaluó luego la expresión y función del RP y la mutante C587A-RP en ambos 

modelos experimentales utilizados para estudiar la activación de las vías 

p42/p44MAPKs y PI-3K/Akt. Como se muestra en la Figura 20, la transfección de 

ambos plásmidos resultó en una expresión concentración-dependiente tanto en las LM3 

(Figura 20A) como en las T47D-Y (Figura 20B). Una medida de la unión al ligando y la 

funcionalidad del RP es la disminución en la expresión del receptor (downregulation) 

luego de tratamientos prolongados con el progestágeno. En la Figura 20A se muestra la 

disminución en los niveles del RP luego de 48hs de tratamiento con MPA en las células 

LM3 (calles 3 y 4). A diferencia de lo observado para el RP wild type, el tratamiento 

con el progestágeno no disminuyó la expresión de C587A (calles 6 y 7, Figura 20A).  

Sin embargo, se observó el característico upshift en la corrida electroforética de la 

mutante, consecuencia de un incremento en la fosforilación ligando dependiente del 

receptor (calles 6 y 7, Figura 20A). Cabe destacar que la expresión de la mutante 

C587A-RP resultó ser levemente menor a la del RP wild type en ambas líneas celulares 

(Figura 20A y B). Sin embargo, los resultados de las Figuras 18 y 19 demuestran que 

ambos receptores son capaces de activar vías de transducción de señales en presencia 

del ligando.  
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Figura 20. Expresión y función del RP y la mutante C587A-RP en células LM3 y T47D-Y  transfectadas 

Las células LM3 (A) y T47D-Y (B) fueron transfectadas en forma transiente con 2 y 4 µg del RP o 

C587A-RP o permanecieron sin tratar. Las células fueron luego estimuladas o no con MPA por 48hs. 

Cien µg de proteínas de extracto total de LM3 y T47D-Y fueron corridas en un SDS-PAGE y se revelaron 

con un anticuerpo contra RP o con un anticuerpo contra Actina como control de carga. Extractos de T47D 

fueron utilizados como control positivo. Se muestra un experimento representativo de 4. 

 

Para determinar la actividad transcripcional del RP wild type y la mutante 

C587A-RP las células LM3 fueron co-transfectadas con el plásmido reportero MMTV-

LUC, que contiene 5 PREs río arriba del gen de la luciferasa. Como se muestra en la 

Figura 20C,  el tratamiento con MPA aumentó la actividad transcripcional del RP wild 

type, mientras que, en las LM3 transfectadas con la mutante incapaz de unirse al DNA 

no se observaron cambios en la actividad luciferasa.  
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Figura 20C. Expresión y función del RP y la mutante C587A en células LM3 transfectadas 

Las células LM3 fueron transfectadas en forma transiente con el plásmido reportero MMTV-luciferasa 

junto al vector de expresión de citomegalovirus-βgalactosidasa. Además, las células fueron co-

transfectadas con RP, C587A-RP o con pSG5.  Luego fueron estimuladas con MPA por 48hs, 

preincubadas con RU486 previa a la estimulación con MPA o permanecieron sin tratar. Las células 

fueron luego levantadas y lisadas. La medición de las actividades de luciferasa y βgalactosidasa se 

describe en Materiales y Métodos. Los resultados se representan como veces de inducción respecto a las 

células sin tratar. Los datos representan la media de 5 experimentos ± ES. b vs a y c vs b p<0.001.  

 

La actividad transcripcional del RP y la mutante C587A-RP fue también 

evaluada mediante la expresión de genes endógenos cuyos promotores contienen PREs. 

Trabajos previos demostraron la capacidad de los progestágenos de aumentar la 

expresión del gen antiapoptótico Bcl-xL en células de cáncer de mama (57) y la 

presencia de un PRE en su promotor (127). En primer lugar se analizó entonces el 

efecto del MPA en la expresión de Bcl-xL en LM3 transfectadas con las distintas 

construcciones del receptor. Como se observa en la Figura 21A el tratamiento con MPA 

aumentó los niveles de Bcl-xL en las LM3-RP-B. Sin embargo, el aumento en la 

expresión de Bcl-xL en las LM3-C587A-RP fue significativamente menor al observado 

en las células transfectadas con el RP wild type (Figura 21A).  La respuesta atenuada en 

las células transfectadas con la mutante incapaz de unirse a un PRE era esperada. El 
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C587A-RP aún es capaz de activar vías de transducción de señales que a su vez activan 

factores de transcripción con elementos respondedores en el promotor de Bcl-xL 

regulando su expresión.  
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Figura 21A. Evaluación de la actividad transcripcional del RP y la mutante C587A-RP en la expresión 

de BclxL 

Las células LM3 fueron transfectadas en forma transiente con RP, C587A-RP. Luego fueron estimuladas 

con MPA por 48hs o permanecieron sin tratar. Panel Superior: Cincuenta µg de proteínas de extracto 

total de LM3 fueron corridas en un SDS-PAGE y se revelaron con un anticuerpo contra Bcl-xL. Las 

membranas fueron luego sometidas a stripping y reveladas con un anticuerpo contra actina como control 

de carga. Panel inferior: Las bandas de Bcl-xL fueron densitometradas y sus valores normalizados por las 

bandas de actina. Los resultados se representan como veces de inducción respecto a las células sin tratar. 

Los datos representan la media de 4 experimentos ± ES. b vs a p<0.001.  
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Para continuar la caracterización de la mutante C587A-RP en su capacidad de 

regular la expresión de genes endógenos, se estudió la expresión de p21WAF1/Cip1. El 

promotor de p21 no contiene un clásico PRE, aún así los progestágenos son capaces de 

regular su expresión mediante un mecanismo de tethering, en el cual el RP interactúa 

con el promotor de p21 a través del factor de transcripción Sp1 en el tercer y cuarto de 

seis sitios de unión del Sp1 (128). Horwitz y colaboradores (125) demostraron que la 

regulación de la transcripción independiente de la presencia de un PRE requiere un RP 

con un DBD intacto determinando así la incapacidad de la mutante C587A-RP de 

mediar este tipo de mecanismo de regulación transcripcional. En el mecanismo de 

tethering existe una interacción entre dos factores de transcripción que regulan la 

expresión del promotor, donde uno se une al DNA y el otro permanece como factor 

asociado, pero los dos necesitan un DBD intacto. Se hipotetizó entonces, que la mutante 

C578A-RP sería incapaz de regular la expresión de p21 mediante el mecanismo de 

tethering. Al igual que lo descripto previamente en las células T47D-Y, el tratamiento 

con MPA aumentó la expresión de p21 en las LM3-RP con un máximo a las 36hs 

(Figura 21B). Por el contrario, MPA fue incapaz de regular la expresión de p21 en las 

LM3-C587A-RP (Figura 21B). Resultados similares fueron obtenidos en células T47D-

Y transfectadas con el RP wild type y con la mutante C587A-RP (datos no mostrados).  
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Figura 21B. Evaluación de la actividad transcripcional del RP y la mutante C587A en la expresión de 

p21 

Las células LM3 fueron transfectadas en forma transiente con RP o C587A-RP. Luego fueron estimuladas 

con MPA por los tiempos indicados o permanecieron sin tratar. Panel Superior: Cincuenta µg de 

proteínas de extracto total de LM3 fueron corridas en un SDS-PAGE y se revelaron con un anticuerpo 

contra p21. Las membranas fueron luego sometidas a stripping y reveladas con un anticuerpo contra 

actina como control de carga. Panel inferior: Las bandas de p21 fueron densitometradas y sus valores 

normalizados por las bandas de actina. Los resultados se representan como veces de inducción respecto a 

las células sin tratar. Los datos representan la media de 4 experimentos ± ES. b vs a p<0.001.  

 

Los resultados de esta primera parte demuestran que el MPA es capaz de activar 

las p42/p44MAPKs y la vía PI-3K/Akt a través del RP clásico y en forma independiente 

de su actividad transcripcional en células de carcinoma mamario murino y humano. 
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PARTE II 
 

En esta segunda parte del trabajo se estudiaron los mecanismos moleculares 

involucrados en la proliferación celular inducida por MPA en las células de carcinoma 

mamario murino C4HD y LM3 y en células de carcinoma mamario humanas T47D-Y.  

En particular, se evaluó la capacidad del RP de regular la proliferación celular en forma 

independiente de su actividad transcripcional. 

 

 

El bloqueo de las p42/p44MAPKs y la vía PI-3K/Akt inhibió la proliferación de las 

C4HD inducida por MPA 

 

En nuestro laboratorio se ha demostrado la capacidad del MPA de inducir una 

proliferación sostenida en las células C4HD la cual es inhibida por completo en 

presencia del antiprogestágeno RU486 (64;69;70). En el presente trabajo se demostró 

que el MPA es capaz de activar en forma rápida vías de transducción de señales como 

las p42/p44MAPKs y la vía PI-3K/Akt en células C4HD. Nuestro siguiente objetivo fue 

determinar la participación de estas vías en la proliferación de las C4HD inducida por 

MPA. Como se muestra en la Figura 22, la proliferación inducida por MPA disminuyó 

significativamente en presencia de los inhibidores de MEK1, PD98059 (45±6%), y de 

MEK1/2, U0126 (50±7%), y por la presencia de los inhibidores de la vía PI-3K/Akt, 

wortmanina (40±5%) y Ly294002 (44±6%). Es importante destacar que los inhibidores 

de ambas vías no tuvieron efecto sobre la proliferación basal de las C4HD (Figura 22). 

Estos resultados fueron obtenidos luego de un tratamiento de 48hs con el progestágeno. 

De acuerdo con lo esperado en este modelo experimental (64;69;70), resultados 

similares fueron observados luego de 24hs de tratamiento con MPA. Estos hallazgos 

indican que la rápida activación de las p42/p44MAPKs y la vía PI-3K/Akt por MPA 

está involucrada en la proliferación inducida por el progestágeno. Consistentemente, en 

nuestro laboratorio se demostró que el bloqueo de las MAPKs y la vía PI-3K/Akt no 

inhibe la capacidad del MPA de inducir la actividad transcripcional del RP (64), así 

como tampoco afecta la clásica downregulation y upshift del RP luego del tratamiento 

con el ligando (datos no mostrados).  
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Figura 22. El bloqueo de las p42/p44MAPKs y la PI-3K/Akt inhiben la proliferación de las C4HD 

inducida por MPA 

Las células C4HD fueron estimuladas con MPA, RU486, PD98059, U0126, wortmanina y Ly294002, 

preincubadas con estos inhibidores previo al tratamiento con MPA o permanecieron sin tratar. El ensayo 

de incorporación de timidina [3H] se utilizó como una medida de la síntesis de DNA. Los datos se 

presentan como la media ± ES de octuplicados. b vs a, c vs b, d vs c p<0.001. Se muestra un experimento 

representativo de 5. 

 

Con el fin de descartar la posibilidad de que factores de crecimiento inducidos 

por MPA durante el ensayo sean los responsables de la activación y participación de las 

MAPKs y PI-3K/Akt en la proliferación inducida por progestágenos, se diseñó el 

siguiente experimento: Las células C4HD además de ser estimuladas con MPA o 

preincubadas con los inhibidores específicos para cada vía como se mostró en la figura 

22, fueron estimuladas con MPA y tratadas con los inhibidores a distintos tiempos luego 

de la estimulación con el progestágeno. La incubación de los inhibidores a tiempos 

cortos (15 minutos) luego del tratamiento con MPA estaría bloqueando la estimulación 

de las vías por el progestágeno, debido a la falta de síntesis de nuevos factores de 

crecimiento en tiempos tan reducidos. La incubación de los inhibidores a tiempos más 
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largos (1, 2 o 6 horas), en cambio, estaría bloqueando la estimulación de las vías tanto 

por factores de crecimiento como por el progestágeno. En la Figura 23 se observa que 

solo la preincubación y el tratamiento a tiempos cortos con U0126 y Ly294002 

disminuyeron significativamente la proliferación inducida por MPA, confirmando el rol 

de la estimulación de las p42/p44MAPKs y la vía PI-3K/Akt por MPA en la 

proliferación inducida por el progestágeno. 
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Figura 23. Participación de las p42/p44MAPKs y la PI-3K/Akt estimuladas por MPA en la proliferación 

de las C4HD inducida por el progestágeno 

Las células C4HD fueron estimuladas con MPA, preincubadas con U0126 5µM y Ly294002 2µM previo 

al tratamiento con MPA (MPA+U0126 o MPA+Ly294002), estimuladas con MPA y luego tratadas con 

estos inhibidores por los tiempos indicados o permanecieron sin tratar. El ensayo de incorporación de 

timidina [3H] se utilizó como una medida de la síntesis de DNA. Los datos se presentan como la media ± 

ES de octuplicados. b vs a, c vs b, d vs c p<0.001. Se muestra un experimento representativo de 3. 
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Se investigó luego la importancia de la activación de las MAPKs y la via PI-

3K/Akt por MPA en la regulación de genes endógenos estimulados por progestágenos y 

que carecen de PREs. En particular, se estudiaron genes involucrados en la proliferación 

celular como ciclina D1 (66) y ErbB2 (70). Acorde a lo esperado, el tratamiento con 

MPA aumentó la expresión de ciclina D1 (Figura 24A) y ErbB-2 (Figura 24B) en las 

células C4HD. La presencia de los inhibidores específicos de las p42/p44MAPKs y la 

vía PI-3k/Akt revirtió el efecto del MPA en la expresión de ambas proteínas (Figura 

24A y B). Estos resultados indican que la rápida activación de vías de traducción de 

señales por progestágenos estimula la proliferación celular mediante regulación de la 

expresión de genes como ciclina D1 y ErbB-2.  
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Figura 24. MPA aumenta la expresión de ciclina D1 y ErbB-2 mediante la activación de las 

p42/p44MAPKs y PI-3K/Akt.  

Cultivos primarios de células C4HD fueron tratados con MPA por 24hs o preincubadas con los 

inhibidores U0126 y Ly294002 previo a la estimulación con MPA. Cincuenta µg de proteínas de extracto 

total de C4HD fueron corridas en un SDS-PAGE y se revelaron con un anticuerpo contra ciclina D1 (A) o 

contra ErbB-2 (B). La membrana fue luego sometida a stripping y revelada con un anticuerpo contra 

actina total. Se muestra un experimento representativo de 3. 
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El MPA induce la proliferación de las LM3 y T47D-Y en forma independiente de 

la actividad transcripcional del receptor de progesterona: Participación de las 

MAPKs y PI-3K/Akt 

 

La participación de las vías de transducción de señales en la proliferación 

inducida por progestágenos fue analizada en las células LM3 y T47D-Y transfectadas 

con el RP. Como se muestra en la Figura 25A, la proliferación basal de las LM3-RP-B 

fue significativamente menor a la observada en las LM3 wild type o en las LM3-pSG5, 

indicando que la sola expresión del RP disminuye la proliferación basal de células de 

carcinoma mamario. El tratamiento con MPA aumentó (50±3%) la proliferación de las 

LM3-RP-B mientras que el crecimiento de las LM3 wild type no presentó diferencias en 

presencia del progestágeno (Figura 25A). La proliferación basal de las LM3 o LM3-RP-

B no se modificó por el tratamiento con el antiprogestágeno RU486 y los inhibidores 

U0126 y Ly294002 (Figura 25A). Sin embargo, los inhibidores disminuyeron 

significativamente la proliferación inducida por MPA (Figura 25A).  
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Figura 25A. El bloqueo de las p42/p44MAPKs y la PI-3K/Akt inhiben la proliferación inducida por MPA 

de las LM3 transfectadas con RP  

Las células LM3 fueron transfectadas con pSG5, con RP-B o permanecieron sin transfectar. Luego fueron 

estimuladas con MPA, RU486, U0126 y Ly294002, preincubadas con estos inhibidores previo al 
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tratamiento con MPA o permanecieron sin tratar. El ensayo de incorporación de timidina [3H] se utilizó 

como una medida de la síntesis de DNA. Los datos se presentan como la media ± ES de octuplicados. b 

vs a, c vs b, d vs c p<0.001. Se muestra un experimento representativo de 4. 

 

Resultados similares fueron obtenidos en las células T47D-Y en las cuales la 

expresión del RP disminuyó su proliferación basal mientras que el tratamiento con MPA 

aumentó la proliferación (40±2%) de las T4YD-Y-RP (Figura 25B). La presencia de los 

inhibidores RU486, U0126 y Ly294002 disminuyó la proliferación inducida por el 

progestágeno sin afectar la proliferación basal de las T47D-Y wild type o trasfectadas 

con RP (Figura 25B).  
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Figura 25B. El bloqueo de las p42/p44MAPKs y la PI-3K/Akt inhiben la proliferación inducida por MPA 

de las T47D-Y transfectadas con RP  

Las células T47D-Y fueron transfectadas con pSG5, con RP-B o permanecieron sin transfectar. Luego 

fueron estimuladas con MPA, RU486, U0126 y Ly294002, preincubadas con estos inhibidores previo al 

tratamiento con MPA o permanecieron sin tratar. El ensayo de incorporación de timidina [3H] se utilizó 

como una medida de la síntesis de DNA. Los datos se presentan como la media ± ES de octuplicados. b 

vs a, c vs b, d vs c p<0.001. Se muestra un experimento representativo de 4. 

 

Para determinar la capacidad del MPA de inducir la proliferación celular en 

forma independiente de la actividad transcripcional del RP las células LM3 fueron 
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transfectadas con la mutante incapaz de unirse a PRE, C587A-RP. Como se muestra en 

la Figura 26A, la proliferación de las LM3-C587A-RP fue menor a la observada en las 

LM3 sin transfectar o transfectadas con el vector vacío, indicando que la expresión de la 

mutante disminuye la proliferación basal de las LM3. El tratamiento con MPA aumenta 

significativamente la proliferación de las LM3-C587A-RP (40±5%) y, al igual que las 

LM3 transfectadas con el RP, el RU486 no induce la proliferación celular e inhibe el 

efecto del progestágeno (Figura 26A). Estos resultados indican que la proliferación 

inducida por MPA es un efecto no genómico del RP. La presencia de los inhibidores 

U0126 y Ly294002 bloquearon la proliferación inducida por MPA demostrando la 

participación de las p42/p44MAPKs y la vía PI-3K/Akt en este efecto (Figura 26A). 

Con el objetivo de confirmar la capacidad del MPA de inducir la proliferación celular 

en forma independiente de la actividad transcripcional del RP, las células LM3 fueron 

transfectadas con una mutante del RP, desarrollada por Edwards y colaboradores, en la 

cual tres prolinas claves en la interacción del RP con c-Src fueron reemplazadas por 

alaninas, impidiendo la activación de vías de transducción de señales dependientes de c-

Src (116). Como se muestra en la Figura 26A las LM3 transfectadas con la mutante RP-

BmPro presentaron una menor proliferación basal respecto a las LM3 wild type. A 

diferencia de lo observado en las LM3-RP y LM3-C587A-RP, el MPA no fue capaz de 

aumentar la proliferación de las LM3-RP-BmPro (Figura 26A).  
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Figura 26A. MPA induce la proliferación de las LM3 en forma independiente de la actividad 

transcripcional del RP  

Las células LM3 fueron transfectadas con pSG5, C587A-RP, RP-BmPro o permanecieron sin transfectar. 

Luego fueron estimuladas con MPA, RU486, U0126 y Ly294002, preincubadas con estos inhibidores 

previo al tratamiento con MPA o permanecieron sin tratar. El ensayo de incorporación de timidina [3H] se 

utilizó como una medida de la síntesis de DNA. Los datos se presentan como la media ± ES de 

octuplicados. b y e vs a, c vs b, d vs c p<0.001. Se muestra un experimento representativo de 4. 

 

Resultados similares fueron observados en las T47D-Y en las cuales la 

proliferación de las células transfectadas con C587A-RP y RP-BmPro fue menor 

respecto a la observada en las células sin transfectar o transfectadas con pSG5 (Figura 

26B). El tratamiento con MPA aumentó la proliferación de las T47D-Y-C587A-RP 

(33±6%) siendo este efecto inhibido por la presencia de RU486, U0126 y Ly294002 

(Figura 26B). De acuerdo a lo esperado, el MPA no fue capaz de inducir el crecimiento 

de las T47D-Y-RP-BmPRo (Figura 26B).  
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Figura 26B. MPA induce la proliferación de las T47D-Y en forma independiente de la actividad 

transcripcional del RP  

Las células T47D-Y fueron transfectadas con pSG5, C587A-RP, RP-BmPro o permanecieron sin 

transfectar. Luego fueron estimuladas con MPA, RU486, U0126 y Ly294002, preincubadas con estos 

inhibidores previo al tratamiento con MPA o permanecieron sin tratar. El ensayo de incorporación de 

timidina [3H] se utilizó como una medida de la síntesis de DNA. Los datos se presentan como la media ± 

ES de octuplicados. b y e vs a, c vs b, d vs c p<0.001. Se muestra un experimento representativo de 4. 

 

 

Expresión y actividad transcripcional de la mutante RP-BmPro 

 

Los niveles de expresión de la mutante RP-BmPro y el RP wilde type son 

comparables y ambos receptores muestran el característico upshift y downregulation  

luego de la estimulación con el ligando (calles 4 y 5, Figura 27A). La mutante RP-

BmPro además es capaz de regular la transcripción de p21 mediante el mecanismo de 

tethering. Como se muestra en la Figura 27B, el tratamiento con MPA aumentó 

significativamente la expresión de p21 tanto en las LM3-RP-B como en las LM3-RP-

BmPro con un máximo a las 36hs de tratamiento.  

 

 



Tesis Doctoral Lic Romina P. Carnevale                                                                       Resultados 

68  

 

 

RP-B (µg)
RP-BmPro (µg)

MPA (10nM)

- 2             2              - - -
- - - 2           2             -
- - +              - +              -

RP-B

RP-A

LM3 T47D

Actina

RP-B (µg)
RP-BmPro (µg)

MPA (10nM)

- 2             2              - - -
- - - 2           2             -
- - +              - +              -

RP-B

RP-A

LM3 T47D

Actina

 
 
Figura 27A. Expresión de la mutante RP-BmPro en células LM3 transfectadas 

Las células LM3 fueron transfectadas en forma transiente con 2 del RP o RP-BmPro o permanecieron sin 

tratar. Las células fueron luego estimuladas o no con MPA por 48hs. Cien µg de proteínas de extracto 

total de LM3 fueron corridas en un SDS-PAGE y se revelaron con un anticuerpo contra RP o con un 

anticuerpo contra Actina como control de carga. Se muestra un experimento representativo de 3. 
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Figura 27B. Actividad transcripcional de la mutante RP-BmPro en genes endógenos 

Las células LM3 fueron transfectadas en forma transiente con RP o RP-BmPro. Luego fueron estimuladas 

con MPA por los tiempos indicados o permanecieron sin tratar. Panel Superior: Cincuenta µg de 

proteínas de extracto total de LM3 fueron corridas en un SDS-PAGE y se revelaron con un anticuerpo 

contra p21. Las membranas fueron luego sometidas a stripping y reveladas con un anticuerpo contra 

actina como control de carga. Panel inferior: Las bandas de p21 fueron densitometradas y sus valores 

normalizados por las bandas de actina. Los resultados se representan como veces de inducción respecto a 

las células sin tratar. Los datos representan la media de 5 experimentos ± ES. b vs a p<0.001.  

 

Como se mencionó más arriba, la mutante RP-BmPro es incapaz de activar vías 

de transducción de señales dependientes de c-Src. En la Figura 27C se muestra que el 

tratamiento con MPA no induce la activación las p42/p44MAPKs (panel superior) y la 

vía PI-3K/Akt (panel inferior) en las LM3-RP-BmPro. Resultados similares en cuanto a 
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la expresión y función de RP-BmPro fueron observados en las T47D-Y (datos no 

mostrados).  
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Figura 27C. La mutante RP-BmPro no es capaz de activar las p42/p44MAPKs y la vía PI-3K/Akt 

en las LM3  

Las células LM3 fueron transfectadas en forma transiente con el RP, RP-BmPRo o permanecieron sin 

transfectar. Las células fueron luego estimuladas con MPA durante 5 minutos o preincubadas con U0126 

o Ly294002 previo a la estimulación con MPA. Cincuenta µg de proteínas de extracto total de LM3 

fueron corridas en un SDS-PAGE. Panel superior: Las proteínas se revelaron con un anticuerpo contra 

fosfo p42/p44MAPKs y la membrana fue luego sometida a stripping y revelada con un anticuerpo contra 

p42/p44MAPKs totales. Panel inferior: Las proteínas se revelaron con un anticuerpo contra fosfoser Akt 

y la membrana fue luego sometida a stripping y revelada con un anticuerpo contra Akt total. Se muestra 

un experimento representativo de 4. 

 

 

El MPA induce la supervivencia de las LM3 en forma independiente de la 

actividad transcripcional del receptor de progesterona 

 

Se investigó además el efecto del MPA en la supervivencia de células LM3 

transfectadas con el RP y sus mutantes mediante un ensayo de clonogenicidad, en el 
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cual las células son sometidas a condiciones extremas de cultivo al ser sembradas en 

muy baja densidad. Luego de 5 días de tratamiento se realiza el recuento de las colonias 

que sobrevivieron. A diferencia del ensayo de incorporación de timidina [3H], el ensayo 

de clonogenicidad permite analizar tanto supervivencia como proliferación celular. 

Como se muestra en la Figura 28, la superviviencia de las LM3-RP-B, LM3-C587A-RP 

y LM3-RP-BmPro fue significativamente menor a la observada en las LM3 

transfectadas con el vector vacío. El tratamiento con MPA aumentó la supervivencia de 

las LM3-RP-B y LM3-C587A-RP mientras que no se observaron diferencias en el 

número de colonias en las LM3-RP-BmPro en presencia del progestágeno (Figura 28). 

Estos resultados demuestran que el aumento en la supervivencia celular es un efecto no 

genómico del RP.  
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Figura 28.  MPA induce la supervivencia de las LM3  en forma independiente de la actividad 

transcripcional del RP  

Las células LM3 wild type, LM3-pSG5, LM3-RP-B, LM3-C587A-RP, LM3-RP-BmPro fueron 

sembradas en muy baja densidad (500 células/hoyo) y estimuladas con MPA en DMEM 10% SBF 

charcolizado por 5 días o permanecieron en DMEM 10% SBF charcolizado (Ver Materiales y Métodos). 

Las células fueron luego fijadas, teñidas y se realizó el recuento de colonias conteniendo más de 20 
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células. El ensayo de clonogenicidad se utilizó como una medida de la supervivencia celular. Los datos se 

presentan como la media ± ES. b vs a y c vs b p<0.01. Se muestra un experimento representativo de 4. 

 

Los resultados de esta segunda parte demuestran que el MPA es capaz de inducir 

la proliferación de células de carcinoma mamario murino y humano en forma 

independiente de la actividad transcripcional del RP y mediante la activación de las 

p42/p44MAPKs y la vía PI-3K/Akt. 
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PARTE III 
 

En esta tercera y última parte del trabajo se evaluaron los efectos no genómicos 

del MPA en la regulación de la actividad de proteasas involucradas en el proceso de 

invasión y la capacidad metastásica de células LM3. 

 

 

El MPA disminuye la actividad de proteasas involucradas en el proceso de 

invasión tumoral en células C4HD  

 

La degradación proteolítica de la matriz extracelular juega un rol esencial en el 

proceso de invasión tumoral y forma parte de la cascada metastásica. Este proceso es 

realizado por proteasas, principalmente activadores de plasminógeno, como el activador 

de plasminógeno (PA) tipo uroquinasa (uPA), y las metaloproteasas (MMPs), 

incluyendo colagenasas, y gelatinasas como MMP-2 y MMP-9 (129). Generalmente, las 

proteasas se sintetizan como proenzimas inactivas o zimógenos, completando su 

activación en el exterior celular (129). Sus niveles de expresión y la regulación de sus 

actividades fueron el objeto de estudio de numerosos trabajos. Sin embargo, la 

modulación de la actividad de uPA y las MMP-2 y 9 por progestágenos en células de 

cáncer de mama permanece poco explorada. Trabajos previos demuestran que los 

progestágenos son capaces de inhibir la actividad de uPA en células endometriales 

(130), aumentando además los niveles de su inhibidor PAI (inhibidor de PA), su 

internalización y posterior degradación (131). Se observó además que la progesterona es 

capaz de inhibir la secreción de uPA en células de carcinoma de ovario (132) y 

disminuir los niveles de mRNA en células de carcinoma mamario (133). 

Consistentemente, la actividad de la MMP-2 y la MMP-9 disminuyó por la presencia de 

progestágenos en explantes de útero (134) y en células de carcinoma mamario (135). 

En el presente trabajo se evaluó la capacidad del MPA de regular la actividad de 

las MMP-2, MMP-9 y uPA en el modelo de carcinogénesis hormonal dependiente de 

progestágenos C4HD. La actividad proteolítica fue evaluada mediante zimografías de 

gelatina para las MMPs y de caseína y plasminógeno para uPA en medios 

condicionados de C4HD creciendo en medio libre de suero. Como se muestra en la 

Figura 29A, el tratamiento de las C4HD con MPA resultó en una disminución 
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significativa de la actividad de las MMP-2 (58±7%), MMP-9 (44±6%) y uPA (51±7%). 

La presencia de RU486 no modificó la actividad de las proteasas mientras que revirtió 

completamente el efecto inhibitorio del MPA (Figura 29A). La especificidad de la 

actividad de las MMPs se determinó mediante la ausencia de bandas luego de 

incubación con EDTA (Figura 29A). Las zimografías en las que se evaluó la actividad 

de uPA no presentaron bandas inespecíficas en ausencia de plasminógeno (Figura 29A).  
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Figura 29A.  MPA inhibe la actividad de las MMP-2, MMP-9 y uPA en células C4HD  

Cultivos primarios de células C4HD fueron estimulados con MPA, RU486, preincubadas con RU486 

previo a la estimulación con MPA o permanecieron sin tratar en DMEM libre de suero por 24hs. Se 

colectaron los medios condicionados y las células fueron lisadas para determinar la cantidad de proteínas. 

Las actividades de las MMPs (panel superior) y uPA (panel medio) fueron determinadas mediante 

zimografías de gelatina o caseína y plasminógeno respectivamente. Las zimografías incubadas con EDTA 

o sin plasminógeno se utilizaron como medida de la especificidad de la actividad de las proteasas. Se 

muestra un experimento representativo de 6. Panel Inferior: Las bandas fueron densitometradas y 

corregidas por la cantidad de proteínas. Los datos se presentan como porcentaje del control. b vs a y c vs 

b p<0.001.  

 

Para determinar el efecto del MPA en los niveles y expresión de las proteasas, se 

realizaron ensayos de Western Blot en medios condicionados y extractos celulares 

totales de C4HD. Al igual que el efecto observado sobre la actividad, los niveles (Figura 

29B) y expresión (Figura 29C) de las MMP-2, MMP-9 y uPA disminuyó 

significativamente luego del tratamiento con MPA.  
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Figura 29B.  MPA disminuye los niveles de las MMP-2, MMP-9 y uPA en células C4HD  

Cultivos primarios de células C4HD fueron estimulados con MPA o permanecieron sin tratar en DMEM 

libre de suero por 24hs. Los medios condicionados se colectaron y concentraron y las células fueron 

lisadas para determinar la cantidad de proteínas. Panel Superior: Los niveles de las MMPs y uPA fueron 

determinados mediante ensayos de WB revelados con anticuerpos contra MMP-2, MMP-9 y uPA. Se 

muestra un experimento representativo de 3. Panel Inferior: Las bandas fueron densitometradas y 

corregidas por la cantidad de proteínas. Los datos se presentan como porcentaje del control. b vs a  

p<0.001.  
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Figura 29C.  MPA disminuye la expresión de las MMP-2, MMP-9 y uPA en células C4HD  

Cultivos primarios de células C4HD fueron estimulados con MPA o permanecieron sin tratar en DMEM 

libre de suero por 24hs. Ochenta µg de proteínas de extracto total de C4HD fueron corridas en un SDS-

PAGE. Las proteínas se revelaron con anticuerpos contra MMP-2, MMP-9 y uPA y la membrana fue 

luego sometida a stripping y revelada con un anticuerpo contra actina. Se muestra un experimento 

representativo de 3.  

 

Se investigó luego la participación de las p42/p44MAPKs y la vía PI-3K/Akt en 

la inhibición de la actividad de proteasas por MPA. El bloqueo de las p42/p44MAPKs 

no tuvo efecto en la disminución de la actividad de MMPs por MPA mientras que 

revirtió el efecto del progestágeno en la actividad de uPA (Figura 29D). Por el contrario, 

la presencia del inhibidor Ly294002 revirtió la disminución en la actividad de las 

MMPs por MPA y no modificó el efecto del progestágeno sobre la actividad de uPA 

(Figura 29D). Es importante destacar que los inhibidores de ambas vías no tuvieron 

efecto sobre la actividad basal de las MMP-2, MMP-9 y uPA (Figura 29D). 
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Figura 29D. Participación de las p42/p44MAPKs y la vía PI-3K/Akt en la inhibición de la actividad de 

proteasas por MPA en células C4HD  

Cultivos primarios de células C4HD fueron estimulados con MPA, U0126, Ly294002, preincubadas con 

estos inhibidores previo a la estimulación con MPA o permanecieron sin tratar en DMEM libre de suero 

por 24hs. Los medios condicionados se colectaron y las células fueron lisadas para determinar la cantidad 

de proteínas. Panel Superior: Actividad de las MMPs y uPA Se muestra un experimento representativo de 

4. Panel Inferior: Las bandas fueron densitometradas y corregidas por la cantidad de proteínas. Los datos 

se presentan como porcentaje del control. b vs a y c vs b  p<0.001.  
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El MPA regula la actividad de proteasas en forma independiente de la actividad 

transcripcional del receptor de progestorona 

 

Para determinar los mecanismos genómicos y no genómicos del RP 

involucrados en la regulación de la actividad de proteasas por MPA se utilizó el modelo 

experimental de carcinoma mamario murino LM3. Trabajos previos demostraron la 

presencia de altos niveles de expresión y actividad de uPA en esta línea celular 

(136;137). Se analizó entonces la capacidad del MPA de regular la actividad de uPA en 

las LM3-RP-B y en las LM3 transfectadas con las mutantes del RP, C587A-RP y RP-

BmPro. Como se muestra en la Figura 30A la actividad de uPA disminuyó 

significativamente luego del tratamiento con MPA en las LM3-RP-B (35±4%) y en las 

LM3-C587A-RP (37±5%) indicando que este efecto es independiente de la actividad 

transcripcional del RP. La presencia de RU486 revirtió completamente esta inhibición 

(Figura 30A). Por otra parte, el tratamiento con el progestágeno no indujo cambios 

significativos en la actividad de uPA en las células LM3-RP-BmPro (Figura 30A). 
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Figura 30A. MPA disminuye la actividad de uPA mediante efectos no genómicos del RP  

Las células LM3-pSG5, LM3-RP-B, LM3-C587A-RP y LM3-RP-BmPro fueron estimulados con MPA, 

preincubadas con RU486 previo a la estimulación con MPA o permanecieron en DMEM libre de suero 
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por 24hs. Los medios condicionados se colectaron y las células fueron lisadas para determinar la cantidad 

de proteínas. Panel Superior: Actividad de uPA. Se muestra un experimento representativo de 4. Panel 

Inferior: Las bandas fueron densitometradas y corregidas por la cantidad de proteínas. Los datos se 

presentan como porcentaje del control. b vs a y c vs b  p<0.001, d vs a p<0.05.  

 

 Se investigó además la participación de las p42/p44MAPKs y la vía PI-3K/Akt 

en la inhibición de la actividad de uPA por MPA en las LM3-RP-B y en las LM3-

C587A-RP. Como se muestra en la Figura 30B la presencia de los inhibidores U0126 y 

Ly294002 no modificaron la actividad basal de uPA en las LM3 transfectadas RP-B o 

con C587A-RP. Sin embargo, revirtieron completamente la inhibición de la actividad de 

uPA por MPA en las LM3 transfectadas con ambos tipos de receptores (Figura 30B). 
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Figura 30B. Participación de las p42/p44MAPKs y la vía PI-3K/Akt en la inhibición de la actividad de 

uPA por MPA en las LM3  
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Las células LM3-RP-B y LM3-C587A-RP fueron estimuladas con MPA, U0126, Ly294002, 

preincubadas con estos inhibidores previo a la estimulación con MPA o permanecieron en DMEM libre 

de suero por 24hs. Los medios condicionados se colectaron y las células fueron lisadas para determinar la 

cantidad de proteínas. Panel Superior: Actividad de uPA. Se muestra un experimento representativo de 3. 

Panel Inferior: Las bandas fueron densitometradas y corregidas por la cantidad de proteínas. Los datos se 

presentan como porcentaje del control. b vs a y c vs b  p<0.001.  

 

 

Efectos genómicos y no genómicos del receptor de progesterona en la regulación de 

la capacidad metastásica de células LM3 

 

En el presente trabajo se demostró que la expresión del RP disminuye la 

proliferación basal de las células LM3. Como se mencionó previamente, este modelo 

experimental presenta una gran capacidad invasiva y metastásica. Se investigó entonces 

el efecto de la expresión del RP en la capacidad metastásica de las LM3, analizando los 

mecanismos transcripcionales o no transcripcionales involucrados. Para ello se realizó 

un ensayo de metastásis experimental in vivo en el cual se evalúa la habilidad de las 

LM3 de formar metástasis pulmonares. En este tipo de ensayos las células son 

inyectadas directo en la circulación del animal omitiendo los primeros pasos de la 

cadena metastásica y evaluando el crecimiento en un tejido secundario distante (138-

142). Una vez en la circulación, las células se anclan rápidamente en la red de capilares 

que primero encuentren y se extravasan al órgano blanco (139). En el caso de las LM3 

el órgano blanco es generalmente el pulmón (Urtreger et at. Int J Oncol 1997 11 489-

96).  El destino de diferente tipos de células metastásicas, como melanomas murinos, 

fibroblastos transformados, carcinomas mamarios, entre otros, se analizó por 

videomicroscopía (revisado en ref. 129). Los resultados indican que entre el 87 y el 98% 

de las células inyectadas se arrestan en el órgano blanco entre 60 y 90 minutos luego de 

la inoculación (138;140). Se observó además, que 3 días luego de la inyección el 83% 

de las células B16F1 de melanoma murino se encontraban ancladas en el parénquima 

hepático (138). Estos trabajos demostraron que los primeros pasos de extravasación y 

anclaje son altamente eficientes e indican que el desarrollo exitoso de una metástasis 

experimental depende de la capacidad de las células de iniciar el crecimiento y 

sostenerlo incluso induciendo la neovascularización del nuevo tumor. En el presente 

trabajo las células LM3 fueron transfectadas con el RP o sus mutantes en forma 

transiente previo a la inyección. Como se muestra en la Figura 31, el RP y las mutantes 
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C587A-RP y PR-BmPro mantienen altos niveles de expresión hasta el 7mo día post-

transfección indicando que las LM3 podrán extravasarse, anclarse e iniciar su 

crecimiento en el pulmón aún expresando el RP. 
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Figura 31. El RP y las mutantes C587A-RP y RP-BmPro mantienen altos niveles de expresión hasta el 

séptimo día post-transfeccion de las LM3 

Las células LM3 fueron transfectadas en forma transiente con RP (panel superior), C587A-RP (panel 

medio) o RP-BmPro (panel inferior). Las células fueron lisadas en los tiempos indicados. Cien µg de 

proteínas de extracto total de LM3 fueron corridas en un SDS-PAGE y se revelaron con un anticuerpo 

contra RP o con un anticuerpo contra actina como control de carga. Extractos totales de LM3 sin 

transfectar fueron utilizados como control negativo y extractos totales de T47D se utilizaron como control 

positivo. Se muestra un experimento representativo de 4. 



Tesis Doctoral Lic Romina P. Carnevale                                                                       Resultados 

82  

 

Las LM3 wild type, LM3-pSG5, LM3-RP-B, LM3-C587A-RP, LM3-RP-BmPro 

fueron inoculadas en la vena de la cola de ratones hembra BALB/c. Estas células 

estuvieron expuestas a concentraciones fisiológicas de progesterona en circulación 

(5ng/ml). Con el objetivo de determinar el efecto de altas dosis de progestágenos 

administrados en forma exógena, el mismo protocolo fue realizado en ratones tratados 

con un pellet de 40mg de MPA. En nuestro laboratorio se ha demostrado previamente 

que este tratamiento eleva la concentración de progestágenos a niveles no fisiológicos 

(49ng/ml) (121). Al cabo de 28 días los animales fueron sacrificados y se determinó el 

número de metástasis pulmonares. Como se muestra en la Tabla 1, el número de 

metástasis pulmonares en ratones inoculados con las LM3-RP-B, LM3-C587A-RP, 

LM3-RP-BmPro fue significativamente menor al observado en ratones inyectados con 

LM3 sin transfectar o transfectadas con el vector vacío. Es importante destacar que las 

LM3-RP-BmPro presentaron menor capacidad metastásica no solo respecto a las LM3-

RP-B sino también a las LM3-C587A-RP (Tabla 1). Las LM3-RP-B y LM3-C587A-RP 

presentaron una mayor capacidad metastásica al ser inyectadas en ratones tratados con 

el pellet de MPA. Sin embargo, el número de metástasis pulmonares no se modificó al 

inyectar LM3-RP-BmPro en ratones tratados con MPA (Tabla 1). De acuerdo a lo 

esperado luego de 28 días de la inoculación, la incidencia fue pareja entre un 90 y 100% 

en todos los grupos. Asimismo, no se observaron diferencias significativas en el tamaño 

de las metástasis en cada grupo experimental (datos no mostrados). Los niveles del RP 

en las metástasis pulmonares analizadas por inmunohistoquímica no fueron detectables 

por tratarse de una transfección transiente. Sin embargo, este hallazgo no invalida los 

resultados obtenidos dado que, como mencionamos previamente, la capacidad y el éxito 

en la formación de metástasis para cada tipo celular se define en los primeros días post-

inoculación donde todavía se encuentran niveles detectables del RP y sus mutantes. 
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Tabla 1. La expresión del RP disminuye las metástasis pulmonares
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Tabla 1. La expresión del RP disminuye las metástasis pulmonares

 
 
Las células LM3 (3x105) fueron transfectadas en forma transiente con pSG5, RP-B, C587A-RP, RP-

BmPro o permanecieron sin tratar. Luego, fueron inyectadas en la vena de la cola de ratones hembra 

BALB/c tratados o no con un pellet de 40mg de MPA (+MPA). Al cabo de 28 días los animales fueron 

sacrificados y se realizó el recuento del número de metástasis pulmonares superficiales. Los resultados se 

muestran como la mediana y rango de metástasis para cada grupo experimental. Los datos fueron 

analizados por el test de Kruskal-Wallis. b vs a, c vs b, d vs a y d vs b p<0.05. Se muestra un experimento 

representativo de 5. 

 

Para confirmar que la expresión del RP regula la capacidad metastásica de las 

LM3, el mismo protocolo experimental fue realizado sacrificando a los animales al 7mo 

día post-inyección. Como vimos previamente, la expresión del RP y sus mutantes es 

detectable una semana después de la transfección (Figura 31). De acuerdo a lo esperado, 

el número de metástasis pulmonares al cabo de 7 días fue menor al observado en el 

protocolo de más larga duración. Sin embargo, los resultados obtenidos, en cuanto a la 

disminución de la capacidad metastásica en presencia del RP y los mecanismos 

moleculares involucrados, fueron similares en ambos diseños experimentales (Tabla 2).              
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Tabla 2. La expresión del RP disminuye las metástasis pulmonares a los 7 días
post-inoculación

 
 
Las células LM3 (3x105) transfectadas como se describió en la Tabla 1 fueron inyectadas en la vena de la 

cola de ratones hembra BALB/c tratados o no con un pellet de 40mg de MPA (+MPA). Al cabo de 7 días 

los animales fueron sacrificados y se realizó el recuento del número de metástasis pulmonares 

superficiales. Los resultados se muestran como la mediana y rango de metástasis para cada grupo 

experimental. Los datos fueron analizados por el test de Kruskal-Wallis. b vs a, c vs b, d vs a y d vs b 

p<0.05. Se muestra un experimento representativo de 4. 

 

Finalmente, estos resultados demuestran por primera vez que los progestágenos 

regulan la capacidad metastásica de células de carcinoma mamario murino en forma 

independiente de la actividad transcripcional del RP. 
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PARTE I        
 

En el presente trabajo se demostró que el MPA es capaz de inducir una 

activación rápida no genómica de las p42/p44MAPKs y la vía PI-3K/Akt en células de 

carcinoma mamario murinas progestágeno dependientes C4HD y las líneas de 

carcinoma mamario murina LM3 y humana T47D-Y transfectadas con el RP. De 

acuerdo a los antecedentes encontrados en la literatura, este efecto podría estar mediado 

tanto por el RP clásico (114;116) como por un RP de membrana estructuralmente 

diferente al ya descripto (108;111). Los resultados obtenidos con el antiprogestágeno 

RU486 en las células C4HD y los experimentos de reconstitución del RP en las líneas 

LM3 y T47D-Y, demuestran que la estimulación de las vías de transducción de señales 

está mediada por el RP clásico. Estos hallazgos están de acuerdo con los resultados 

observados originalmente por Auricchio y colaboradores donde se determinó que la 

activación de la vía c-Src/p21ras/MAPKs por progestágenos es un efecto no 

transcripcional rápido mediado por el RP clásico en células de cáncer de mama (114). 

Asimismo, estudios recientes de Lange y colaboradores demostraron que el RP clásico 

es capaz de inducir una activación sostenida de c-Src y las p42/p44MAPKs en células 

de carcinoma mamario T47D (67). 

Es importante destacar que el tratamiento con MPA resultó en la activación de 

las p42/p44MAPKs y la vía PI-3K/Akt tanto en las LM3 como en las T47D-Y 

tranfectadas con la mutante C587A-RP incapaz de unirse a PREs, demostrando que la 

activación de las vías de transducción de señales es independiente de la actividad 

transcripcional del RP. Estos hallazgos están de acuerdo con la activación de las 

p42/p44MAPKs por progestágenos observada en células T47D-Y transfectadas en 

forma estable con la mutante S294-RP (119). El receptor S294-RP posee una mutación 

puntual que reemplaza la serina 294 por una alanina, impidiendo la fosforilación del RP 

por MAPKs e inhibiendo su actividad transcripcional (93).  

Los trabajos pioneros de Auriccio y colaboradores (114;118) demostraron que la 

estimulación de c-Src por progestágenos es dependiente de la presencia del RE. Estos 

resultados plantean la formación de un complejo en el cual el RP interacciona con el RE 

y este, a su vez, interacciona directamente con la proteína quinasa c-Src (115). Sin 

embargo, las investigaciones de Edwards y colaboradores (113;116), como se mencionó 

previamente, demuestran una interacción directa del RP con la familia de proteínas 
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quinasas c-Src. Esta interacción es llevada a cabo mediante un sitio rico en prolinas 

presente en el dominio N-terminal del RP y los dominios SH3 de la quinasa. Por otra 

parte, estos estudios determinaron que la co-transfección con el RE disminuye los 

niveles basales de fosforilación de c-Src, permitiendo observar mejor la estimulación de 

la vía luego del tratamiento con progestágenos (116). Los hallazgos obtenidos en el 

presente trabajo tanto en las LM3-RP-B como en las LM3-C587A-RP están de acuerdo 

con estos últimos resultados, donde si bien la presencia del RE permite observar una 

mayor estimulación de las vías de transducción de señales, los progestágenos son 

capaces de estimularlas en forma independiente de la expresión del RE. Con el objetivo 

de conciliar estas discrepancias, recientemente se sugirió que una gran variedad de 

complejos podrían formarse dependiendo de la presencia de diversas moléculas 

adaptadoras y transductoras de señales en los distintos tipos celulares (117). 

La regulación de la vía PI-3K/Akt por progestágenos en células de cáncer de 

mama ha sido poco explorada (126). Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio 

demostraron por primera vez la activación y participación de la vía PI-3K/Akt en el 

crecimiento tumoral in vivo dependiente de progestágenos (65). En el presente trabajo 

se demostró la capacidad del MPA de inducir la fosforilación de Akt en células 

transfectadas tanto con el RP wild type como con la mutante incapaz de unirse al DNA. 

Estos hallazgos están de acuerdo con resultados recientes que demuestran la 

fosforilación de Ser473 Akt luego del tratamiento con progestágenos en las células B-

474, T47D y T47D-Y transfectadas con el RP (126). Los resultados obtenidos en el 

presente trabajo indican, además, que el MPA es capaz de estimular la vía PI-3K/Akt 

independientemente de la presencia del RE. En este trabajo, se demostró por primera 

vez que la expresión del RE disminuye el nivel basal de fosforilación de Akt  

permitiendo observar una mayor estimulación de la vía PI-3K/Akt por progestágenos en 

células de cáncer de mama. 

Existen pocos trabajos acerca del efecto del antiprogestágeno RU486 en la 

activación de vías de traducción de señales en células de carcinoma mamario (114;119).  

En el presente trabajo el tratamiento con RU486 no indujo la activación de las 

p42/p44MAPKs y la vía PI-3K/Akt y, de acuerdo con lo observado en trabajos previos 

(78;114), el antiprogestágeno inhibió significativamente la estimulación de ambas vías 

por MPA en los tres modelos experimentales utilizados. Sin embargo, Lange y 

colaboradores recientemente determinaron que la presencia de RU486 induce la 

activación de las p42/p44MAPKs en celulas de carcinoma mamario T47D-Y 
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transfectadas en forma estable con RP o con la mutante S294-RP que no posee actividad 

transcripcional (119). Se observó, además, que el RU486 es capaz de activar las 

p42/p44MAPKs en celulas de carcinoma mamario MDA-MB-231A transfectadas con el 

RP (143). Diferencias en los niveles de expresión del RP en los distintos sistemas 

experimentales utilizados, ya sea los niveles endógenos en las C4HD, transfecciones 

transientes en las T47D-Y y LM3 o bien transfecciones estables en las T47D-Y (119) y 

MDA-MB-231A (143), podrían dar cuenta de las diferencias observadas en la 

modulación de las p42/p44MAPKs por RU486. Los resultados presentados en este 

trabajo demuestran, además, que el RU486 disminuye significativamente la 

estimulación de la vía PI-3K/Akt inducida por MPA en las células C4HD, LM3 y 

T47D-Y transfectadas con el RP wild type o con la mutante C587A-RP. Estos 

resultados describen por primera vez el efecto del antiprogestágeno en la modulación de 

la actividad de la vía PI-3K/Akt por MPA en células de cáncer de mama. En este 

sentido, Ferrel y colaboradores demostraron una asociación entre el RP y la PI-3K 

durante la maduración de oocitos de Xenopus inducida por progestágenos (106). De 

acuerdo con nuestros resultados, la presencia del RU486 no estimuló la actividad de la 

PI-3K e inhibió completamente la asociación con el RP luego del tratamiento con 

progestágenos (106). 

En resumen, en esta primera parte del trabajo se demostró que el MPA es capaz 

de activar las p42/p44MAPKs y la vía PI-3K/Akt a través del RP clásico y en forma 

independiente de su actividad transcripcional en células de carcinoma mamario murinas 

y humanas. 
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PARTE II 
 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten caracterizar aún más el 

complejo rol del RP en la biología de los carcinomas mamarios.  

En primer lugar se demostró que los progestágenos son capaces de inducir un 

crecimiento sostenido en células de carcinoma mamario C4HD a través del RP clásico y 

mediante la activación de vías de transducción de señales. De acuerdo con los resultados 

de Lange y colaboradores (119), las p42/p44MAPKs cumplen un rol esencial en la 

progresión del ciclo celular inducida por progestágenos. Además, en el presente trabajo 

fue demostrada una de las primeras evidencias de la participación de la vía PI-3K/Akt 

en la proliferación inducida por MPA en células de carcinoma mamario (144).  

Los progestágenos son capaces de regular la expresión de diversos genes que 

carecen de un PRE en su promotor mediante la activación de vías de transducción de 

señales. En este sentido, Lange y colaboradores demostraron que los progestágenos 

inducen la expresión de ciclina D1 a través de la activación de las p42/p44MAPKs en 

células T47D-Y transfectadas con el RP (119). De acuerdo con estos resultados, en el 

presente trabajo se demostró que el aumento en la expresión de ciclina D1 por MPA se 

revierte en presencia de inhibidores específicos de las p42/p44MAPKs en células de 

carcinoma mamario C4HD. Además, fue demostrada una de las primeras evidencias de 

la participación de la vía PI-3K/Akt en el aumento de la expresión de ciclina D1 por 

MPA en células de carcinoma mamario (144). Por otra parte, resultados previos 

obtenidos en nuestro laboratorio demuestran la participación del receptor tirosina 

quinasa tipo I ErbB-2 en la proliferación de las células C4HD inducida por MPA (70). 

Al igual que el gen de ciclina D1, ErbB-2 posee un promotor complejo que carece de 

PREs. Los resultados del presente trabajo demuestran por primera vez que el MPA 

aumenta los niveles de ErbB-2 mediante la activación de las p42/p44MAPKs y la vía 

PI-3K/Akt en células de cáncer de mama. Estos hallazgos indican que los progestágenos 

son capaces de regular diversos genes de acuerdo a la función del RP como factor de 

transcripción o activador de vías de transducción de señales. 

La inducción de la proliferación de células transfectadas con la mutante C587A-

RP por MPA indica que una vez expresado el RP con capacidad de activar vías de 

transducción de señales los progestágenos son capaces de inducir la proliferación de 

células de carcinoma mamario. Es importante destacar que esto ocurre tanto en células 
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negativas (LM3) como positivas (T47D-Y) para el RE, en concordancia con los 

resultados obtenidos en la activación de las vías de transducción de señales por MPA. 

De acuerdo a lo esperado, la capacidad del MPA de aumentar los niveles de Bcl-xL en 

células LM3 transfectadas con la mutante C587A-RP fue significativamente menor a la 

observada en las LM3-RP-B. Asimismo, el MPA no fue capaz de regular la expresión 

de p21 mediante el mecanismo de tethering en las células LM3-C587A-RP, 

demostrando claramente las consecuencias de la mutación puntual en el DBD. Al igual 

que lo observado en las células de carcinoma mamario MCF-7 (119), es notable la falta 

de respuesta proliferativa luego del tratamiento con MPA en células transfectadas con la 

mutante incapaz de activar vías de transducción de señales, RP-BmPro, a pesar de 

conservar su actividad transcripcional. En este sentido, la mutante RP-BmPro provocó 

un retraso significativo en la maduración de los oocitos de Xenopus asi como también 

un retraso en la inhibición del crecimiento por progestágenos en células de carcinoma 

mamario MCF-12 (116). Los resultados obtenidos en el presente trabajo están de 

acuerdo con las evidencias que demuestran el rol positivo de los progestágenos en el 

desarrollo del carcinoma mamario (57;114;145), principalmente a través de la 

activación de vías de transducción de señales (118;119). En particular, los resultados 

obtenidos con la mutante RP-BmPro demuestran que la activación de las vías 

dependientes de la proteína quinasa c-Src por progestágenos es esencial para la 

inducción la proliferación de células de carcinoma mamario. En este sentido, trabajos 

previos demostraron que la transfección con un vector dominante negativo para c-Src 

inhibió significativamente la proliferación y migración de células MCF-7 y MDA-MB-

468 (146;147). En resumen, estos hallazgos demuestran que la respuesta celular frente 

al tratamiento con progestágenos dependerá de la función del RP ya sea como factor de 

transcripción o como activador de vías de transducción de señales. 

La presencia del antiprogestágeno RU486 no fue capaz de inducir la 

proliferación de las C4HD, las LM3 o T47D-Y transfectadas con el RP o con C587A-

RP, de acuerdo con los resultados que demuestran la falta de activación de las 

p42/p44MAPKs y la vía PI-3K/Akt luego del tratamiento con el inhibidor. 

Contrariamente a estas observaciones, se encontró que el antiprogestágeno aumentó la 

proliferación de células T47D (148) y T47D-Y transfectadas en forma estable con el RP 

wild type o con la mutante S294-RP (119) en concordancia con la activación de las 

p42/p44MAPKs observada luego del tratamiento con RU486 en estas células. Como 

mencionamos previamente, los distintos niveles de expresión del RP sumado a las 
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diversas moléculas señalizadoras presentes en cada sistema experimental pueden dar 

cuenta de las distintas respuestas observadas. Cabe destacar que los resultados obtenidos 

con RU486 favorecen aún más la hipótesis en la cual solo los ligandos del RP capaces 

de activar vías de transducción de señales podrán inducir la proliferación de células de 

cáncer de mama. 

Uno de los hallazgos más interesantes del presente trabajo fue la modulación de 

la proliferación, tanto de células negativas (LM3) como positivas (T47D-Y) para el RE, 

por la expresión del RP en ausencia de ligando. El RP fue capaz de inhibir la 

proliferación basal de las LM3-RP-B y las T47D-Y-RP-B. Numerosas evidencias, 

incluyendo trabajos realizados en nuestro laboratorio (64), indican que el RP presenta 

actividad transcripcional aún en ausencia de ligando mediante la interacción con vías de 

tranducción de señales inducidas por factores de crecimiento (91;149). Al igual que el 

RP wild type, la expresión de la mutante C587A-RP inhibe la proliferación basal de las 

LM3-C587A-RP y T47D-Y-C587A-RP de manera ligando independiente. La mutante, 

activada por la interacción con vías de tranducción de señales, regula la expresión de 

genes involucrados en la progresión del ciclo celular mediante la activación de 

moléculas señalizadoras. La expresión de la mutante RP-BmPro también inhibió la 

proliferación basal de las LM3 y T47D-Y en ausencia de ligando. A pesar de no mediar 

la activación de vías de señalización dependientes de c-Src, mantiene su capacidad 

transcripcional y podría ser activada por vías de señalización. Estos hallazgos están de 

acuerdo con los trabajos pioneros de Horwitz y colaboradores, en los cuales se demostró 

que la expresión de las distintas isoformas del RP en células T47D-Y son capaces de 

inducir la transcripción de numerosos genes en ausencia de ligando (72;73). Estos genes 

están involucrados en diversos aspectos del fenotipo neoplásico como la interacción 

célula-célula, la adhesión, degradación de la matriz extracelular, migración e invasión. 

Además, se encontraron reguladas moléculas de señalización intracelular y genes 

involucrados en el crecimiento tumoral y la apoptosis (72;73). Al igual que en el 

presente trabajo, los autores observaron una disminución de la proliferación celular 

como consecuencia de la expresión del RP demostrando efectos ligando independientes 

del receptor (73). 

Por último, en esta segunda etapa del trabajo, se demostró la capacidad de los 

progestágenos de aumentar la supervivencia de las células LM3 transfectadas con el RP. 

Estos resultados están de acuerdo con los descriptos en la literatura dónde se observó 

que el crecimiento independiente de anclaje y la supervivencia de células MCF-7 son 



Tesis Doctoral Lic. Romina P. Carnevale                                                                        Discusión 

92  

inducidos por progestágenos mediante la activación de la sintasa de ácidos grasos (FAS) 

(150) y a su vez, que el MPA es capaz de aumentar la proliferación y supervivencia de 

células MCF-7 y H466-B regulando la expresión de genes pro- y anti-apoptóticos (151). 

Además, los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran por primera vez que 

la modulación de la supervivencia de células de carcinoma mamario es independiente de 

la actividad transcripcional del RP. Por otra parte, datos clínicos indican que la 

expresión del RP se correlaciona con una menor capacidad de crecimiento y 

supervivencia de células de carcinoma mamario (152). De acuerdo con estos datos, la 

expresión del RP o sus mutantes C587A-RP y RP-BmPro resultó en una disminución en 

el número de colonias, demostrando además ser un efecto ligando independiente.  

En resumen, en esta segunda parte del trabajo se demostró que el MPA es capaz 

de inducir la proliferación y supervivencia de células de carcinoma mamario murino y 

humano en forma independiente de la actividad transcripcional del RP y mediante la 

activación de las p42/p44MAPKs y la vía PI-3K/Akt. Además, entre los efectos 

ligando-independientes se demostró que la expresión del RP, ya sea como factor de 

transcripción o como activador de vías de transducción de señales, inhibe la 

proliferación y supervivencia de las células de carcinoma mamario.  
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PARTE III 
 

En esta tercera y última parte del trabajo se estudió la regulación de la capacidad 

invasiva y metastásica de las células C4HD y LM3 por progestágenos analizando los 

mecanismos moleculares involucrados. 

La habilidad de los tumores de producir enzimas proteolíticas capaces de 

degradar uno o más componentes de la matriz extracelular (MEC) define en gran 

medida su potencial metastático (153). Como resultado de la actividad de proteasas, se 

ven alteradas las interacciones célula-célula, célula-MEC, se generan nuevos 

componentes activos de la MEC y se modifica la biodisponibilidad y actividad de 

numerosos factores de crecimiento, receptores y citoquinas (154). Además, las proteasas 

juegan un rol esencial en el proceso de angiogénesis, donde regulan la proliferación de 

células endoteliales y la morfogénesis vascular (154). Las principales proteasas 

involucradas en el proceso de invasión y metástasis son las metaloproteasas, como la 

MMP-2 y MMP-9, y el activador de plasminógeno tipo uroquinasa uPA (129). En el 

presente trabajo demostramos que el MPA inhibe significativamente la actividad y 

expresión de las MMP-2, MMP-9 y uPA en las células C4HD y de uPA en las células 

LM3 transectadas con el RP. Los resultados obtenidos con RU486 y los experimentos 

de reconstitución de la expresión del RP en las LM3 indican que este efecto está 

mediado por el RP clásico. El antiprogestágeno, además, no posee efectos agonistas 

sobre la actividad de proteasas. Es interesante destacar que en las células C4HD, que 

expresan en forma endógena tanto el RP-A como el RP-B, sólo la vía PI-3K/Akt 

participa en la regulación de la actividad de MMP-2 y MMP-9 por MPA, sin la 

participación de las p42/p44MAPKs. La disminución de la actividad de uPA por MPA, 

en cambio, está mediada por las p42/p44MAPKs y no por la vía PI-3K/Akt. Sin 

embargo, MPA inhibe la actividad de uPA en las células LM3-RP-B y LM3-C587A-RP 

mediante la participación de ambas vías de transducción de señales. Estos resultados 

demuestran por primera vez que los progestágenos son capaces de regular la actividad 

de proteasas mediante mecanismos no genómicos del RP y a través de las 

p42/p44MAPKs y la vía PI-3K/Akt en células de carcinoma mamario. Estos hallazgos 

indicarían, además, que diferentes vías de señalización estarían involucradas en la 

modulación de la actividad de uPA en respuesta a progestágenos, dependiendo de las 
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isoformas del RP expresadas en cada tipo celular. En este sentido, Horwitz y 

colaboradores determinaron que según se expresara la isoforma A o la isoforma B del 

RP se inducen distintos genes involucrados en migración e invasión de células de 

carcinoma mamario (72;73). A su vez, la presencia del RE podría dar cuenta de las 

diferencias observadas en la modulación de la actividad de uPA por MPA en células 

C4HD (RE positivas) y células LM3 (RE negativas), dado que el RE es capaz de 

modular la activación de vías de transducción de señales por MPA. Numerosos trabajos 

han encontrado que los progestágenos disminuyen la secreción y actividad de MMPs en 

células de endometriales (134;135;155;156). Asimismo, se desmostró que los 

progestágenos inhiben la actividad de uPA (130), aumentan los niveles de su inhibidor 

PAI en células endometriales (131) y disminuyen su secreción en células de carcinoma 

de ovario (132). Sin embargo, los efectos de la progesterona en la actividad de proteasas 

en células de carcinoma mamario han sido poco estudiados. En particular, se demostró 

que el aumento en la actividad de uPA se correlaciona positivamente con un peor 

pronóstico en carcinomas mamarios y, a su vez, esta inversamente relacionada con los 

niveles de los receptores de estrógeno y progesterona (157). Estudios recientes, en los 

cuales se analiza el efecto de la progesterona en las propiedades invasivas y el 

crecimiento tumoral de células de carcinoma mamario MDA-MB-231, se demuestra que 

esta hormona inhibe la expresión de uPA (133;158) y MMP-9 (159). 

Finalmente, utilizando un ensayo de metástasis experimental se estudió el efecto 

del MPA en la capacidad metastásica de las LM3 transfectadas con el RP o las 

diferentes mutantes del receptor. De acuerdo con los datos clínicos donde la expresión 

de RP es indicador de buen pronóstico para carcinomas mamarios (160;161), los 

resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que la expresión del RP 

disminuye significativamente el número de metástasis pulmonares. Este efecto ocurre 

cuando el RP actúa tanto como factor de transcripción como activador de vías de 

transducción de señales. Además, los resultados obtenidos en ratones tratados con MPA 

demuestran por primera vez que los progestágenos favorecen el desarrollo de metastásis 

pulmonares de células de carcinoma mamario mediante mecanismos no genómicos del 

RP. Asimismo, los hallazgos observados con la mutante RP-BmPro demuestran que la 

activación de la proteína quinasa c-Src por MPA es esencial para la inducción de la 

capacidad metastásica de células de carcinoma mamario por progestágenos. Estos 

resultados están de acuerdo con los datos de la literatura que indican que c-Src participa 

en la colonización de hueso y pulmón (162), favoreciendo la invasión y capacidad 
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metastásica de células de carcinoma mamario (163;164). Es importante destacar que 

mediante la utilización del ensayo de metástasis experimental se logró detectar 

diferencias en la capacidad metastásica de las LM3 wild type y las LM3 transfectadas 

con el RP así como también entre las LM3-C587A-RP y las LM3-RP-BmPro. De 

acuerdo a lo esperado, los ensayos de inmunohistoquímica realizados con el fin de 

detectar la expresión del RP en las metástasis pulmonares resultaron negativos. Es muy 

probable que a lo largo de los 28 días del ensayo in vivo las células hayan perdido la 

expresión del RP. Sin embargo, como mencionamos previamente, este hallazgo no 

invalida los resultados del ensayo dado que la capacidad metastásica de los distintos 

tipos celulares se define en los primeros días post-inyección cuando todavía expresan 

altos niveles del RP. En el presente trabajo se demostró que las células LM3 

transfectadas en forma transiente con el RP mantienen la expresión del receptor hasta 7 

días luego de la transfección. Además, cabe recordar que en este tipo de ensayos los 

pasos de arresto y extravasación son completados en forma rápida y eficiente durante 

los primeros días del ensayo pudiendo analizar el desarrollo exitoso de una metástasis 

experimental según la capacidad de las células de iniciar el crecimiento y sostenerlo en 

el tejido distante. Finalmente, de acuerdo a los resultados obtenidos al séptimo día post-

inyección, se demostró que las diferencias en la capacidad metastásica de los distintos 

tipos celulares pueden atribuirse a la reconstitución de la expresión del RP o sus 

mutantes en las células LM3.  

 En resumen, en esta última parte del trabajo se desmostró la capacidad de los 

progestágenos de regular actividad de proteasas involucradas en el proceso de invasión 

tumoral y la capacidad metastásica de células de carcinoma mamario murino en forma 

independiente de la actividad transcripcional del RP. 
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Integrando los resultados tanto in vitro como in vivo obtenidos en el presente 

trabajo, se postula que la expresión del RP en ausencia de ligando confiere a las células 

de carcinoma mamario, RE positivas o RE negativas, una menor capacidad proliferativa 

en comparación con las células que no expresan el receptor. Estos efectos 

independientes de ligando ocurren cuando el RP funciona como factor de transcripción 

y activador de vías de señalización (RP wild type), solo como activador de vías de 

señalización, en particular las p42/p44MAPKs y la vía PI-3K/Akt (C587A-RP), o solo 

como factor de transcripción (RP-BmPro). Cuando las células transfectadas con el RP 

son sometidas a concentraciones fisiológicas de progesterona en circulación en animales 

intactos, se obtienen diferentes capacidades metastásicas dependiendo de la función del 

RP como factor de transcripción o como activador de vías de señalización. Las células 

transfectadas con el RP wild type o con la mutante C587A-RP responderán a la 

progesterona con una tasa proliferativa que, de acuerdo con los resultados obtenidos en 

los ensayos in vitro, será similar a la de las células que no expresan el RP. Además, la 

progesterona podrá aumentar la supervivencia de las células transfectadas con RP o con 

C587A-RP, en base a los resultados obtenidos en los ensayos de clonogenicidad. Sin 

embargo, esta hormona disminuirá significativamente la actividad de uPA en las células 

transfectadas con el RP o con C587A-RP respecto a las células negativas para el 

recpetor. Las células que expresen el RP wild type o la mutante C587A-RP tendrán, 

entonces, una tasa proliferativa similar a las células que no expresan el RP y, al mismo 

tiempo, una menor actividad de proteasas. El balance entre estas respuestas será una 

célula con una menor capacidad metastásica en comparación con una célula que no 

expresa el RP. Por otra parte, en células que expresan la mutante incapaz de activar vías 

dependientes de c-Src (RP-BmPro), la proliferación basal es menor respecto a las 

células negativas para el RP. Sin embargo, considerando los resultados obtenidos en los 

ensayos in vitro, la progesterona no inducirá cambios en la capacidad proliferativa de 

estas células. Como consecuencia, las células que expresan la mutante RP-BmPro 

presentan una menor capacidad metastásica no solo respecto a las células transfectadas 

con RP wild type sino respecto a las transfectadas con C587A-RP. Estos hallazgos 

proveen por primera vez una explicación molecular de los datos clínicos que muestran 

que la expresión del RP en tumores mamarios, independientemente de la presencia del 

RE, es indicador pronóstico de baja agresividad y un mayor período libre de enfermedad 

(160;161). 
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Es interesante destacar resultados previos obtenidos en las células LM3 que 

indican que la inhibición de la actividad de uPA reduce la incidencia de metástasis 

pulmonares espontáneas y experimentales (165), demostrando una relación causal entre 

la disminución de la actividad de la proteasa por progestágenos y la reducción de la 

capacidad metastásica de las LM3-RP-B respecto a las LM3 wild type. Además, las 

proteasas juegan un rol esencial en el proceso metastático favoreciendo la 

extravasación. En base a esto y de acuerdo con resultados obtenidos in vitro, las células 

LM3-RP-B y LM3-C587A-RP inyectadas en ratones con concentraciones fisiológicas 

de progesterona o en ratones tratados con MPA serían menos eficientes en la 

extravasación al pulmón respecto a las LM3 negativas para el RP. Recientemente se 

demostró la participación de las proteasas en la proliferación de células tumorales en 

sitios distantes o secundarios, favoreciendo la formación de metástasis (139). Se espera, 

entonces, que las células transfectadas con RP o con C587A-RP presenten una menor 

capacidad proliferativa respecto a las LM3 que no expresan el receptor.  

La administración exógena de progestágenos indujo una aumento en el número 

de metástasis de las LM3 transfectadas tanto con RP como con la mutante C587A-RP. 

El efecto proliferativo y de supervivencia inducido por altas dosis de progestágenos en 

circulación sobre las células que expresan el RP podría superar la inhibición de la 

actividad de proteasas determinando así una mayor capacidad metastásica respecto a las 

células sometidas a concentraciones fisiológicas de la hormona. Sin embargo, las LM3 

transfectadas con la mutante RP-BmPro no proliferarán en respuesta a la administración 

de MPA, impidiendo así la regulación de la capacidad metastásica de estas células en 

los animales tratados con el progestágeno. Estos hallazgos resultan particularmente 

interesantes a la luz de datos epidemiológicos recientes obtenidos de estudios de 

terapias de reemplazo hormonal en mujeres postmenopáusicas, como el Women Health 

Intiative, que indican que la combinación de estrógenos más progestágenos aumentan la 

incidencia de carcinomas mamarios respecto a las terapias con estrógenos solos 

(32;166). A su vez, los resultados obtenidos en el presente trabajo alertan sobre el uso 

terapéutico del MPA en el tratamiento de tumores de endometrio y mama, llegando a 

concentraciones en circulación comparables a las obtenidas en estos ensayos in vivo 

(167;168). 

Los resultados obtenidos con las células LM3-RP-B y LM3-C587A-RP 

permiten, entonces, comprender los datos clínicos obtenidos a partir de los estudios de 

las terapias de reemplazo hormonal. En base a esto, se especula tanto que la respuesta a 
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progestágenos de las células de mama normal es proliferativa resultando en el desarrollo 

tumoral, como que una pequeña población de células transformadas preexistentes y 

posiblemente latentes son estimuladas en presencia de progestágenos induciendo la 

progresión neoplásica. Asimismo, estudios previos determinaron que los progestágenos 

no son protectores en la glandula mamaria (169). 

En resumen, los resultados obtenidos en el presente trabajo permitieron dilucidar 

los efectos genómicos y no genómicos de los progestágenos en células de carcinoma 

mamario involucrados en la regulación de diversos aspectos del fenotipo neoplásico. A 

su vez, estos hallazgos proveen por primera vez un mecanismo molecular y fisiológico 

para la utilización de terapias en las cuales bloqueando específicamente la interacción 

del RP con vías de señalización se podría inhibir el crecimiento y desarrollo de 

metastásis en tumores de mama que expresan el RP.  
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ANIMALES  

 
Los experimentos se realizaron en hembras vírgenes de la cepa BALB/c de dos 

meses de edad criadas en el Bioterio del Instituto de Biología y Medicina Experimental y 

en el Bioterio del Instituto de Oncología Angel H. Roffo. Las hembras provenían de 

reproductores sanos y fueron criadas en un ambiente controlado y de entrada 

restringida, con agua y comida ad libitum, con doce horas de luz y doce de oscuridad. 

Todos los estudios se realizaron de acuerdo a los estándares de cuidado de animales de 

laboratorio del NIH y fueron, a su vez, aprobados por el comité de ética del Instituto de 

Biología y Medicina Experimental. 

 

 

TUMORES 

 

Se utilizó el modelo experimental de adenocarcinoma mamario murino C4HD 

(120). Los tumores se originaron en ratones hembra BALB/c tratados con 40 mg del 

progestágeno sintético acetato de medroxiprogesterona (MPA) cada 3 meses durante 1 

año y han sido mantenidos por pasajes singeneicos en ratones tratados con MPA (120). El 

MPA se administra en forma de depot (40mg) en el flanco contralateral al inóculo 

tumoral. El adenocarcinoma mamario C4HD es de histología ductal, de crecimiento 

hormono-dependiente, requiriendo MPA para proliferar tanto in vivo como in vitro 

(121). En cuanto a la expresión de receptores, el tumor C4HD expresa receptores de 

progesterona y receptores de estrógeno, sobreexpresa ErbB-2, expresa ErbB-3 y ErbB4 

y carece de receptores de glucocorticiodes y de receptores de EGF (EGFR)(121;170). 

 

 

HORMONA 

 

El MPA (6α-metil-17α-hidroxi-acetato-progesterona) utilizado en los medios de 

cultivo fue de Sigma (Sigma, St. Louis, MO). Se preparó una solución madre 10mM 

(1000X de la solución de uso: 10 nM) en etanol absoluto, para su posterior dilución en 

medio de cultivo. La concentración final de etanol no excedió el 0,1 % v/v y no afectó 

ni el crecimiento ni la morfología celular (171). En los tratamientos in vivo se utilizó 
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MPA (Medrosterona, Gador, Buenos Aires) en forma de depot (40 mg/ratón) 

gentilmente donado por laboratorios Gador. 

 

 

MEDIOS DE CULTIVO Y SUERO FETAL BOVINO  

 

Para el cultivo de células epiteliales C4HD se utilizó DMEM/F12 (Dulbecco's 

modified Eagle's medium: Ham's F12, 1:1) (Sigma, St. Louis, MO) sin rojo fenol con el 

agregado de sulfato de gentamicina en concentración  de 50 mg/l y bicarbonato de 

sodio: 1,2 g/l. Se preparó según las instrucciones del fabricante con agua hexadestilada. 

Se esterilizó por presión negativa utilizando filtros de acetato de celulosa de 0.22 µm de 

poro (Corning, NY, USA) 

El suero fetal bovino (SFB) fue adquirido en Gen S.A. (Buenos Aires, 

Argentina) y se decomplementó calentándolo a 56 oC durante 30 minutos. Para obtener 

el SFB adsorbido de hormonas esteroideas o “charcolizado” (SFBch) se incubó el suero 

ya decomplementado con 5 % p/v de carbón activado durante 1 hora a 4oC en 

permanente agitación. Luego de la adsorción el suero se centrifugó 2 veces a 12000 rpm 

durante 20 minutos. Al sobrenadante se le adicionó 5 % p/v de carbón activado, se lo 

incubó durante toda la noche a 4°C con agitación y se realizaron centrifugaciones 

sucesivas hasta eliminar completamente el carbón. Una vez diluido al 10% v/v en el 

medio de cultivo, se esterilizó por filtración. 

El medio MEM (41500), utilizado para mantener la línea LM3, fue adquirido en 

Gibco BRL. Se preparo según la instrucciones del fabricante con agua hexadestilada 

agregando 2 g/l de bicarbonato de sodio. Se esterilizó por filtración.  

 

 

SOLUCIONES UTILIZADAS PARA LOS CULTIVOS 

 

Buffer fosfato (PBS) 

Na Cl 8g/l 

KCl 0.2g/l 

Na2HPO4 1.44g/l 

KH2PO4 0.24g/l 



Tesis Doctoral Lic. Romina P. Carnevale                                                     Materiales y Métodos 

103  

 

Solución enzimática: Disgregación tumoral 

Tripsina (Gibco BRL, Carlsbad, CA, USA) 0.25% p/v 

Colagenasa Tipo II (Gibco BRL) 0.25% p/v o tipo IV (Sigma St. Louis, MO) (AE: 

485U/mg) 

Albúmina sérica bovina (Sigma) 0.5% p/v 

Buffer fosfato salino (PBS) 

Se esterilizó por filtración. 

 

Solución de tripsina-EDTA 

Para obtener células en suspensión a partir de los cultivos primarios o para el 

repique de las líneas celulares, se utilizó una solución de Tripsina (Gibco BRL) 0.25% 

p/v más EDTA 0.02% p/v en PBS. Se esterilizó por filtración. 

 

 

CULTIVOS PRIMARIOS 

 

Para realizar los cultivos primarios los tumores C4HD se extirparon de los 

ratones en el flujo laminar aproximadamente a los 21 días de haber sido inoculados. 

Luego de una disgregación mecánica primero y enzimática después (2ml/solución 

enzimática por tumor), agitando durante 40 min a 37 oC y agregando al final medio + 

10% de SFB, se obtuvo una suspensión compuesta por una población de estirpe epitelial 

y otra fibroblástica, que se separaron según la técnica de Pandis y col (172) con algunas 

modificaciones. Brevemente, esta técnica se basa en que la velocidad de sedimentación 

de las células epiteliales que forman agregados celulares es mayor que la de los 

fibroblastos, permitiendo su separación luego de varias decantaciones diferenciales. 

Para comenzar la purificación las células obtenidas luego de la disgregación se 

centrifugaron a 400g durante 10 minutos. Se descartó el sobrenadante y el pellet celular 

se resuspendió en solución de lavado (DMEM/F12 + SFB 2 % v/v), dejando sedimentar 

durante 20 minutos; el sedimento constituye la fracción enriquecida en células 

epiteliales que se encuentran habitualmente en agregados, el sobrenadante se descartó 

luego de cada decantación. Este procedimiento se repitió varias veces, 

aproximadamente 10, hasta que el sobrenadante se torno traslúcido. En la última 

decantación las células epiteliales se resuspendieron en medio de cultivo + SFB 10% 
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v/v y se sembraron en placas de cultivo. Se comprobó que más del 95% de las células 

eran positivas para la tinción con citoqueratina. 

Los cultivos primarios de células epiteliales se dejaron adherir durante 48 hs en 

DMEM/F12 + SFB 10% v/v luego de lo cual se reemplazó por medio fresco +  SFBch 

2,5% v/v + MPA 10 nM dejando a las células proliferar por otras 48 hs. Este medio de 

cultivo se cambió luego por medio + SFBch 0,1% v/v y de dejó 48 hs más. Las células 

se trataron por 48hs con medio + SFBch 0,1% v/v en presencia o ausencia de MPA 

10nM. En los casos en que se utilizó RU486 en presencia de MPA, lás, células se 

trataron con este antagonista 90 minutos antes del tiempo indicado de incubación con 

MPA. 

Para bloquear la activación de las p42/p44MAPKs, las células fueron tratadas 90 

minutos antes de la incubación con MPA con el inhibidor de MEK1 PD98059 (10µM 

disuelto 1/2000 en DMSO), o con el inhibidor de MEK1/2 U0126 (5µM disuelto 1/2000 

en DMSO) ambos de Sigma St. Louis, MO. Para bloquear la activación de la vía PI-

3K/Akt, las células fueron tratadas 90 minutos antes de la incubación con MPA con 

Wortmanina (1µM disuelta 1/2000 en DMSO) o Ly294002 (2µM disuelta 1/2000 en 

DMSO) ambos de Sigma St. Louis, MO. Se realizaron los controles pertinentes para 

verificar que el DMSO (1:2000) no modificó la fosforilación de las p42/p44MAPKs y 

Akt inducida por MPA. 

 

 

LÍNEAS CELULARES 

 

La línea celular LM3, desarrollada en el laboratorio de la Dra. Elisa Bal de Kier 

Joffé, se obtuvo a partir de cultivos primarios de un adenocarcinoma mamario murino 

M3  (Urtreger et at. Int J Oncol 1997 11 489-96). El adenocarcinoma M3 es mantenido 

por pasajes singeneicos en ratones hembra vírgenes BALB/c (Bal de Kier Joffé et at 

Invasión Metastasis 1986 6 302-12). Al igual que el tumor parental, la línea LM3 

presenta un comportamiento altamente invasivo con un 90-100% de incidencia de 

metástasis pulmonar (Urtreger et at. Int J Oncol 1997 11 489-96). Esta línea no presenta 

RE ni RP y su crecimiento es hormono-independiente (137). Las células LM3 fueron 

mantenidas en medio MEM (Gibco BRL) suplementado con SFB 5% v/v. 
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La línea de carcinoma mamario humana T47D-Y fue donada por el laboratorio 

de la Dra Horwitz (University of Colorado. Health Sciences Center Denver) y se obtuvo 

mediante clonación por dilución límite a partir de la línea T47D (124). Estas células 

presentan RE y, a diferencia de la línea parental, no expresan RP (124). La línea fue 

cultivada en DMEM/F12 (Sigma) suplementado con SFB 10% v/v. 

La línea de adenocarcinoma mamario T47D, proveniente de una paciente con 

cáncer de mama metastático en pulmón (124), fue adquirida en  American Type Culture 

Collection (ATCC) y es positiva para el RP y RE. En el presente trabajo, fue utilizada 

como control positivo en los ensayos de WB para detectar la expresión del RP. La línea 

fue mantenida en DMEM/F12 suplementado con SFB 10% v/v.  

Las células LM3, T47D-Y y T47D se mantuvieron por repiques sucesivos 

al llegar a un 90% de confluencia aproximadamente. Las células se incubaron durante 5-

10 minutos a 37ºC con solución de tripsina-EDTA estéril de manera de cubrir la 

monocapa celular. Una vez despegadas, se las pasó a un tubo con 10ml de medio 

suplementado con SFB y se centrifugó a 400g durante 10 minutos. Se descartó el 

sobrenadante y las células fueron resuspendidas en el medio correspondiente a cada 

línea suplementado con SFB. Para cada experimento se realizó el recuento y dilución 

celular y se sembraron en las placas correspondientes. 

Para bloquear la activación de las p42/p44MAPKs y la vía PI-3K/Ak, las células 

fueron tratadas con inhibidores farmacológicos específicos como se describe para los 

cultivos primarios de las células C4HD. En los casos en que se utilizó RU486 en 

presencia de MPA, las células se trataron con este antagonista 90 minutos antes del 

tiempo indicado de incubación con MPA. 

 

 

ENSAYOS DE PROLIFERACIÓN 

 

Para los ensayos de proliferación, las células C4HD que estaban creciendo en 

medio + SFBch 2,5% v/v + MPA 10 nM, se repicaron en placas de 96 hoyos de fondo 

plano. En el caso de las células LM3 y T47D-Y se sembraron 2x103 y 1x104 células por 

hoyo respectivamente. Las células repicadas se dejaron adherir durante 24 hs en el medio 

correspondiente suplementado con SFB. El medio de las células C4HD fue luego 

reemplazado por medio+SFBch 0.1% v/v con los tratamientos cuyo efecto se deseaba 
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evaluar. Las células se incubaron durante 48 hs, reemplazándose a las 24 hs el 50 % del 

volumen de cada hoyo por medio tratado fresco. El medio de las LM3 y T47D-Y fue 

reemplazado por medio sin SFB con los tratamientos a evaluar y las células fueron 

incubadas por 24hs. Todos los ensayos se realizaron por octuplicado. Durante las últimas 

24 hs. de incubación se aplicó un pulso de 1 µCi de 3H-timidina (NEN, Boston, MA, 

actividad específica 20 Ci/mmol) en cada hoyo. Los cultivos se tripsinizaron (50µl/hoyo) y 

se cosecharon en un cosechador de células Nunc. La radioactividad incorporada se midió 

por métodos estándar de centelleo líquido. Previamente se demostró que la incorporación 

de timidina 3[H] se correlacionó con el número de células (171) siendo de este modo un 

método apropiado para medir proliferación celular. La incorporación de timidina 3[H] se 

muestra como cuentas por minuto (cpm). 

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

En cada experimento individual se promedian los octuplicados, se muestra la media 

± ES (error estándar) y se evaluó la significación estadística mediante un test de ANOVA. 

Para la comparación de los distintos tratamientos entre sí se usó el test de Tuckey. 

 

 

TRANSFECCIONES TRANSIENTES 

 

Las células LM3 y T47D-Y fueron transfectadas en forma transiente con 40ng 

del vector de expresión que codifica para la subunidad B del RP humano (RP-B) donado 

por la Dra. K Horwitz (62) y con 40 ng de la mutante C587A-RP, que contiene una 

mutación puntual que reemplaza una cisteína (587) conservada en el primer dedo de 

zinc del DBD por una alanina. Esta mutante del RP, realizada y caracterizada por 

Horwitz y colaboradores (125), es incapaz de unirse a un PRE y por lo tanto de regular 

la actividad transcripcional de los promotores blanco. Las células fueron transfectadas, 

además, con 40ng del vector de expresión que codifica para la mutante RP-BmPro. En 

esta mutante tres prolinas claves en la interacción del RP con c-Src (P422A, P423A, 

P426A) fueron reemplazadas por alaninas, impidiendo la interacción con dominios SH3 

de la quinasa y finalmente la activación de vías de traducción de señales dependientes 
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de c-Src. Como control las células fueron transfectadas con 40ng del vector vacío pSG5. 

Las células LM3 y T47D-Y fueron transfectadas por 24hs en DMEM/F12 suplementado 

con SFB 5% o 10% v/v respectivamente en ausencia de antibioticos, siguiendo las 

indicaciones del fabricante para el uso del reactivo de transfección Fugene 6 (Roche 

Biochemicals, Indianápolis IN). Luego, las células fueron lavadas con DMEM/F12 en 

ausencia de SFB y cultivadas por 24-48hs en medio sin suero previo al correspondiente 

tratamiento. Para ensayos de WB, se prepararon extractos totales de proteínas como se 

describe más abajo. En los ensayos de proliferación, las células fueron transfectadas en 

forma transiente como se describió previamente, evaluando luego la incorporación de 

timidina 3[H]. 

Para analizar la actividad transcripcional del RP, las células LM3 y T47D-

Y fueron transfectadas en forma transiente con 40ng de los vectores de expresión para el 

RP-B o la mutante C587A-RP o bien con el vector vacío pSG5 y co-transfectadas con 

2µg del plásmido reportero MMTV-luc junto con 1µg del vector de expresión de 

citomegalovirus-βgalactosidasa (BD Bioscience Clontech). El plásmido reportero 

MMTV-luc contiene 5 elementos respondedores a progesterona y el vector CMV-βgal 

fue utilizado para corregir variaciones internas en las eficiencias de transfección. Las 

células fueron luego lavadas con DMEM/F12 y tratadas con MPA por 48hs o 

preincubadas con RU486 previo al tratamiento con el progestágeno en medio sin suero. 

Luego, fueron lavadas con PBS 1X, se las cosechó con  un scraper, y se las lisó en la 

solución Reporter Lysis Buffer (Promega, Madison, Wis.) mediante un ciclo de 

congelado-descongelado en nitrógeno líquido. Las concentraciones de proteína fueron 

determinadas utilizando el método de Bradford. La actividad luciferasa fue determinada 

en un luminómetro 20n/20 (Turner Bio Systems, Sunnyvale, CA) e informada como la 

razón entre la actividad luciferasa y la actividad β-galactosidasa. Se realizaron 

duplicados para cada tratamiento.  

La medición de la actividad β-galactosidasa se realizó incubando alícuotas 

idénticas de cada muestra con 100µl de orto-nitro-fenil-βgalactósido (ONPG) (4mg/ml) 

en un volumen final de 500µl a 28ºC hasta aparición de una leve coloración amarilla. 

Luego se agregaron 250µl de Na2CO3 1M y se determinó la actividad de la enzima por 

una lectura en un espectrofotómetro a 405nm.  

La eficiencia de transfección se determinó transfectando con el vector 

pEGFP-N1 (BD Biosciences, Clontech, Palo Alto, CA), y determinando el porcentaje 
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de células que exhibieron fluorescencia verde 24hs post transfección. La fluorescencia 

fue visualizada en un microscopio confocal Nikon Eclipse E800 (Nikon Instruments, 

Inc., Melville, NY). La eficiencia de la transfección fue alrededor de 60-70% en ambas 

líneas celulares. 

 

 

ENSAYOS DE CLONOGENICIDAD 

 

Las células LM3 wild type y las LM3 trasnfectadas con RP-B, C587A-RP, RP-

BmPro, o con pSG5 fueron cultivadas en muy baja densidad (500 células por hoyo de 

placa de 6 hoyos) y tratadas por 5 días con DMEM/F12 + SFBch 10% v/v en presencia 

o ausencia de MPA 10nM. Las células fueron luego lavadas con PBS 1X, fijadas en 

formol neutro 10% por 30 minutos y teñidas con solución de Giemsa por 20 minutos 

para la observación al microscopio. Se realizó el recuento del número de colonias 

mayores a 20 células. Los ensayos fueron realizados por triplicado para cada grupo 

experimental. 

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

  

En cada experimento individual se calcula el número de colonias, se musestra la 

media ± ES (error estandar) y se evaluó la significación estadística mediante un test de 

ANOVA. Para la comparación de los distintos tratamientos entre sí se usó el test de 

Tuckey. 

 

 

OBTENCIÓN DE EXTRACTOS PROTEICOS TOTALES 

 

Las células C4HD, LM3 y T47D-Y, tratadas como se indica en cada 

experimento, se recolectaron de las placas de cultivo utilizando un scrapper y se 

homogeneizaron en presencia del buffer de extracción (Tris-HCl 50mM (pH: 7,4), NaCl 

150 mM, EDTA 1mM, EGTA 1 mM, glicerol 10% v/v, NP-40 1% v/v, MgCl2 1 mM, 

SDS, 0.1% v/v, PMSF 0.4mM, NaF 25mM, leupeptina 5µg/ml, pepstatina 5µg/ml, 

aprotinina 5µg/ml, espermina 0.15mM, espermidina 0.5mM, β-Glicerofosfato 10mM). 
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El lisado celular se completó mediante ruptura física con una jeringa 25G (Terumo) en 

frío. El homogenato celular se centrifugó a 12000 rpm a 4°C durante 30 min. Se 

descartó el pellet y el contenido proteico del sobrenadante fue determinado de acuerdo 

al método de Lowry (173). 

 

ENSAYOS DE WESTERN BLOT 

 

Los extractos proteicos se prepararon como se describió previamente y se 

corrieron en geles de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE). El extracto 

proteico (25, 50 o 100µg de proteínas) se diluyó en buffer de siembra 3x (Tris-HCl 

60mM (pH: 6,8), SDS 2% p/v, glicerol 10% v/v, 0.7 M 2-Mercaptoetanol y azul de 

bromofenol 0,1% p/v) y se hirvió durante 5 min. Las muestras se corrieron en geles 

de 7,5-15% acrilamida-bisacrilamida según el peso molecular de la proteína a 

revelar. Las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (0,2µm, Bio-

Rad Laboratories, CA, USA) y se bloquearon O.N. a 4°C con leche descremada 5% 

p/v o BSA 3% p/v (Albúmina Sérica Bovina fracción V, Sigma) en el caso de los 

anticuerpos anti-fosfo-serina, ambos en PBS-tween 20 0.1% v/v. Las membranas se 

incubaron con los siguientes anticuerpos diluídos en PBS-Tween 20 0,1% v/v 

durante 2 hs. a temperatura ambiente con agitación o bien O.N. con leche 

descremada 5% p/v o BSA 3% p/v con agitación. 

Fosfo p42/p44 MAPK (E-4), monoclonal, (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) 

1/2000 

p42/p44MAPK (C-14), policlonal de conejo, (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) 

1/2000 

Fosfo-Akt-ser 473, policlonal de conejo (Cell Signaling, Beverly, MA,USA) 1/1000 

Akt, policlonal de conejo (Cell Signaling, Beverly, MA,USA) 1/2000 

Fosfo Src (Tyr416), policlonal de conejo, (Cell Signaling, Beverly, MA,USA) 

1/4000 

c-Src (N-16), policlonal de conejo, (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) 1/7000 

hPR (Ab-7), monoclonal, (Neomarkers, Freemont, CA, USA) 1/500 

Actina (Ab-5), monoclonal, (Neomarkers, Freemont, CA; USA) 1/5000  
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Bcl-xL (S-18), policlonal de conejo, (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) 1/1000 

p21 (C-19), policlonal de conejo, (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) 1/500 

ErbB-2 (Neu C-18), policlonal de conejo, (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) 

1/500 

Ciclina D1 (72-13G), monoclonal, (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) 1/1000 

MMP-9 (Ab-2), monoclonal, (Oncogene, San Diego, CA, USA) 1/100 

MMP-2 (Ab-3), monoclonal, (Oncogene, San Diego, CA, USA) 1/200 

uPA (M-20), policlonal de cabra, (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) 1/200 

Luego de 3 lavados de 10 min en PBS-Tween 20 las membranas se incubaron 

con los siguientes segundos anticuerpos conjugados a peroxidasa (HRP): 

Anti-Mouse: (Vector, CA, USA)  

Anti-Rabbit: (Vector, CA, USA)  

Anti-Goat: (Vector, CA, USA)  

Los membranas se revelaron utilizando el reactivo de quimioluminiscencia 

ECL plus (Amersham Biosciences, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Las bandas obtenidas se scanearon, y se midió la densidad de cada una con el 

programa Image Quant (Sunnyvale, CA). Las formas fosforiladas de las proteínas 

fueron corregidas con sus respectivas proteínas totales. La significancia de las 

diferencias de intensidad entre dos tratamientos se analizó realizando un “t test” de 

muestras apareadas o mediante un ANOVA, comparando los tratamientos con el test 

de Tuckey. 

 

 

OBTECIÓN DE MEDIOS CONDICIONADOS 

 

Los medios condicionados de células C4HD y LM3 tratadas por 24hs en medio 

libre de suero como se indica en cada experimento se recolectaron y centrifugaron a 

500g para eliminar restos celulares. Las células fueron lisadas utilizando un scrapper y 

se homogeneizaron en presencia del buffer de extracción como se describió 

previamente. El contenido proteico de cada extracto fue determinado de acuerdo al 
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método de Lowry. Los tratamientos indicados en cada experimento se realizaron por 

triplicado.  

Para determinar los niveles de proteasas presentes en los medios condicionados 

mediante ensayos de WB, las células C4HD fueron tratadas por 24hs en medio libre de 

suero como se indica en cada experimento. Los medios condicionados se recolectaron,  

centrifugaron a 500g para eliminar restos celulares y concentraron 100 veces utilizando 

las unidades filtrantes Centricon YM-10 (Millipore, Bedford, MA). Las células fueron 

lisadas utilizando un scrapper y se homogeneizaron en presencia del buffer de 

extracción como se describió previamente. El contenido proteico de cada extracto fue 

determinado de acuerdo al método de Lowry. 

 

 

ZIMOGRAFÍAS DE MMPS Y UPA  

 

MMPS 

 

La actividad colagenolítica de MMP-2 y MMP-9 se evaluó en los medios 

condicionados preparados como se mencionó más arriba. Las muestras fueron corridas 

en un gel de poliacrilamida 7.5% con SDS co-polimerizado con gelatina 0.1% v/v como 

se describió previamante (174). Finalizada la corrida, los geles se lavaron con Triton X-

100 2% v/v y se incubaron por 24hs a 37°C en un buffer colagenasa conteniendo Tris-

Cl 50mM, NaCl 200mM, CaCl2 5mM (pH 7.4) para la detección específica de la 

actividad colagenolítica. Para la detección de bandas de actividad inespecífica se agregó 

EDTA 40mM al buffer colagenasa. Los geles fueron fijados y teñidos con una solución 

de Comassie Blue R250 en 10% v/v de ácido acético y 30% v/v de metanol. Las bandas 

fueron detectadas por tinción negativa y la actividad gelatinolítica fue evaluada 

mediante densitometría con el programa ImageQuant (Sunnyvale, CA) corrigiéndola 

por la cantidad de proteínas. 

  

UPA 

 

La actividad de uPA fue evaluada en medios condicionados como se describió 

previamente (174). Brevemente, las muestras fueron corridas en un gel de 

poliacrilamida 10% con SDS co-polimerizado con caseína 0.2% v/v y plasminógeno 



Tesis Doctoral Lic. Romina P. Carnevale                                                     Materiales y Métodos 

112  

10µg/ml para la detección de actividad específica o en ausencia de plasminógeno para la 

detección de actividad inespecífica. Los geles se lavaron con Tritón X-100 2% y se 

incubaron por 12hs par muestras de células C4HD y 2hs para muestras de células LM3 

a 37°C en un buffer conteniendo Tris-Cl 20mM, EDTA 15mM (pH 8.3). Los geles 

fueron fijados y teñidos con una solución de Comassie Blue R250 en 10% v/v de ácido 

acético y 30% v/v de metanol. Las bandas fueron detectadas por tinción negativa y la 

actividad caseinolítica fue evaluada mediante densitometría corrigiendo por la cantidad 

de proteínas al igual que para las MMPs. 

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

En cada experimento se analizó la media de los triplicados ± ES (error estándar) y 

se evaluó la significación estadística mediante un test de ANOVA. Para la comparación de 

los distintos tratamientos entre sí se usó el test de Tuckey. 

 

 

ENSAYO DE METÁSTASIS EXPERIMENTAL 

 

La habilidad de las células LM3 de producir metástasis pulmonares se evaluó 

mediante un ensayo de metástasis experimental realizado en el Laboratorio de 

Investigación del Instituto de Oncología Angel H. Roffo (140). Para ello, se inyectaron 

en la vena de la cola de ratones hembra BALB/c 3x105 células LM3 wild type o LM3 

transfectadas con el vector vacío pSG5, RP-B, C587A-RP o RP-BmPro como se 

describió previamente. Las células se inocularon en DMEM libre de suero y se 

utilizaron 10 ratones por cada grupo experimental. Con el objetivo de evaluar el efecto 

de la administración exógena de progestágenos, el mismo diseño experimental se llevó a 

cabo en ratones inoculados s.c. con 40mg de un depot de MPA. A los 28 días los 

ratones fueron sacrificados y se realizó el recuento de las metástasis pulmonares 

superficiales. Para confirmar que la expresión del RP regula la capacidad metastásica de 

las LM3, el mismo protocolo experimental fue realizado sacrificando a los animales al 

7mo día post-inyección. 
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ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

El análisis estadístico del número de metástasis en cada grupo experimental se 

realizó mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis. Los resultados se presentan 

como la mediana y rango de metástasis para cada grupo experimental. 
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