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Receptores β-adrenérgicos y su señalización en morfogénesis mamaria y 

progresión tumoral 

 

Los receptores β-adrenérgicos (β-RA) median la respuesta al estrés a través de 

su unión a las catecolaminas endógenas. Se ha descripto a los β-RA como reguladores 

de numerosos procesos asociados a la progresión tumoral.  

En el presente trabajo de Tesis se demostró que no solo la activación sino 

también los niveles de expresión de los β2-RA determinan el comportamiento benigno 

de las células mamarias, lo cual explica el comportamiento diferencial entre las células 

tumorales y no tumorales ante la catecolamina endógena, epinefrina. Se demostró 

que la estimulación β-adrenérgica regula el desarrollo normal de la glándula mamaria, 

conduciendo a un fenotipo diferenciado. Se estudiaron mecanismos dependientes del 

receptor de estradiol e independientes del mismo, y se describieron posibles 

mediadores moleculares. Además, el efecto diferenciante observado en la glándula 

mamaria normal resultó ser trasladable a modelos tumorales. 

Se demostró que el antagonista propranolol se comporta como agonista, 

regulando procesos celulares como los de adhesión y proliferación. Se profundizó en 

las vías de señalización que regulan la adhesión celular inducida por el isoproterenol 

(agonista) y el propranolol (antagonista). 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo aportan nuevas perspectivas en 

el estudio del estrés y el cáncer de mama. Comprender cómo los β-RA inciden sobre el 

desarrollo de la glándula mamaria es prometedor y relevante en la investigación del 

cáncer. 

  

 

Palabras claves: receptores beta-adrenérgicos, isoproterenol, cáncer de mama, 

desarrollo mamario, receptor de estrógenos, propranolol, epinefrina. 
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β-adrenergic receptors in mammary branching morphogenesis and 

tumor progression 

 

β-adrenergic receptors (β-AR) are targets of endogenous catecholamines and 

mediate the stress response. Over the past few decades, β-AR have gained great 

importance in the context of cancer biology.  

In the present work, we demonstrated that the expression levels of β2-AR not 

only determine a benign phenotype but are also responsible for the differential 

behavior observed between tumor and non-tumorigenic breast cell lines. We also 

demonstrated that β-adrenergic stimulation regulates normal mammary gland 

development, leading to a terminal stage phenotype. Estrogen receptor (ER)- 

dependent and independent mechanisms were studied and the potential molecular 

mediators were described. Interestingly, the differentiating effect observed in the 

mammary gland can be translated to tumor models. 

We confirmed that the antagonist propranolol behaves as a agonist, regulating 

cellular processes, such as adhesion and proliferation. We focused on the signaling 

pathway triggered by both isoproterenol (agonist) and propranolol (antagonist). 

Our results contribute to new perspectives in the study of stress and breast 

cancer. Understanding how β-ARs influence normal mammary gland development is 

crucial to elucidating their role in breast cancer. 

 

 

Keywords: beta-adrenergic receptors, isoproterenol, breast cancer, mammary gland 

development, estrogen receptors, propranolol, epinephrine 
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Capítulo I 

Rol de los β-RA en modelos no tumorales y 

tumorales de mama 
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Rol de los β-RA sobre proliferación, adhesión y migración de células no tumorales y 

tumorales de mama humana 

Resultados previos del laboratorio demuestran que existe una respuesta 

diferencial ante la epinefrina (Epi) entre las células mamarias no tumorales y 

tumorales. La Epi provoca un comportamiento benigno en las líneas no tumorales 

mientras que induce un fenotipo maligno en las tumorales. En relación a esto, se 

encontró mayor expresión del β-RA en los modelos normales con respecto a los 

tumorales. Estos resultados fueron determinantes para el estudio de los β-RA y su 

mecanismo de señalización en el comportamiento de las células mamarias ante la Epi. 

En particular, se ha descripto que el principal subtipo de β-RA expresado en glándula 

mamaria es el β2 (Inderwies et al., 2003b; Roets et al., 1984), por lo que en el presente 

trabajo se profundizó en el rol de este subtipo. 

Modulación de la expresión del β2-RA y su efecto en células no tumorales y 

tumorales de mama humana 

Como modelo tumoral se utilizó la línea MCF-7, un modelo celular clásico de 

estudio del cáncer de mama hormono-dependiente. Esta línea representa a los 

tumores luminales, que son el 70% de los tumores de mama observados en pacientes 

(Neve et al., 2006). Por otro lado, existen pocas líneas provenientes de mama humana 

consideradas no tumorales, entre ellas las MCF-10A y HBL-100, y son las que se 

utilizan como referencia de lo que ocurre en la mama normal. Las células MCF-10A 

tienen características similares al epitelio mamario normal (Soule et al., 1973). La línea 

HBL-100, descripta como no tumoral en pasajes bajos, exhibe ciertas características de 

transformación desde el principio y se desarrolla hasta volverse tumorigénica 

(Gaffney, 1982). Por estos motivos, utilizamos como modelo no tumoral a la línea 

MCF-10A.  

Se transfectaron las células con el fin de sobreexpresar o silenciar el β2-RA. Los 

niveles de β2-RA fueron evaluados 48 a 72 hs luego de la transfección por la técnica de 

binding. La funcionalidad de los receptores fue evaluada midiendo los niveles de 

AMPc, ya que es la vía de señalización clásica de los mismos. 



Resultados 50 

Se observó que el silenciamiento disminuye la expresión del receptor en un 68% 

en la línea MCF-10A y un 79,3% en la línea tumoral MCF-7 (Fig. 1A). La sobreexpresión 

produce un aumento de 297% para la línea MCF-10A y un 167% para las MCF-7 (Fig. 

1C).  

Cuando se modularon las concentraciones del β2-RA en la línea MCF-10A los 

niveles basales de AMPc no se modificaron. Sin embargo, los niveles de AMPc luego 

de la estimulación con el agonista β-adrenérgico isoproterenol (Iso) demostraron ser 

dependientes de los niveles de expresión del receptor (Fig. 1B y D). En la línea MCF-7, 

la sobreexpresión del β2-RA causó un aumento del AMPc tanto en condiciones basales 

como luego de la estimulación con Iso, corroborando la actividad basal de dicho 

receptor en esta línea. 

Figura 1. Cuantificación de sitios β–adrenérgicos en las líneas MCF-10A (A) y MCF-7 (C) transfectadas 

con la secuencia scrambled (sc), siRNA para el β2-RA, el plásmido vacío (mock) o el plásmido codificante 

para el β2-RA. A la derecha la cuantificación de los sitios β-adrenérgicos  expresada como porcentaje con 

respecto al sc y al mock respectivamente. B y D. Cuantificación de los niveles de AMPc en estado basal y 

luego de la estimulación con isoproterenol (Iso) 1 μM en las líneas MCF-10A y MCF-7 respectivamente. 

Estadística: ANOVA seguido del test de Bonferroni **p<0.01, ***p<0.001. 
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En estas células transfectadas se midieron parámetros asociados a la progresión 

tumoral como proliferación, adhesión y migración celular (Fig. 2). Como control del 

silenciamiento, se utilizó un siRNA con una secuencia irrelevante (sc) y como control 

de la sobreexpresión, un plásmido vacío (mock). El silenciamiento del receptor tanto 

en la línea MCF-10A como en la MCF-7 provoca un aumento basal de la proliferación y 

la migración y una disminución de la adhesión (barras sc vs barras siRNA). Por el 

contrario, al sobreexpresar el receptor se observó una disminución de la proliferación 

y la migración, y un aumento en la adhesión en ambas líneas (barras mock vs β2-RA). 

La estimulación con Iso causó en todos los casos una disminución de la proliferación y 

migración celular, y un aumento en la adhesión. Estos resultados demuestran que no 

solo la activación sino también los niveles de expresión del β2-RA regulan procesos 

como proliferación, migración y adhesión celular. En particular la disminución de 

este receptor estaría asociada con un comportamiento celular más maligno. 
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Figura 2. Efecto del silenciamiento y la sobreexpresión sobre la proliferación (A y B), la adhesión (C y D) 

y  la migración (E y F) en células MCF-10A (A, C y E) y MCF-7 (B, D y F). Las células se transfectaron con 

la secuencia scramble (sc), siRNA β2, el plásmido vacío (mock) y el plásmido codificante para el β2-RA. 

Los parámetros se midieron en condiciones basales (barras control) y luego del tratamiento con 

isoproterenol 1µM (barras Iso). Estadística: ANOVA seguido del test de Bonferroni *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001.  

 

Para corroborar la hipótesis de que el nivel de expresión del receptor es 

responsable del comportamiento de las células frente a la Epi, se silenció el β2-RA en 

las MCF-10A (línea con gran expresión endógena de β-RA) y se sobreexpresó el mismo 

en las MCF-7 (las cuales presentan endógenamente baja expresión del mismo). Con 

esta estrategia, la línea no tumoral imitaría los niveles de expresión de una tumoral y 

viceversa. Estas líneas transfectadas fueron incubadas con el ligando endógeno Epi 1 
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μM. Tanto la línea MCF-10A transfectada con la secuencia sc como la línea MCF-7 

transfectada con el plásmido vacío (mock) se comportaron frente a la Epi como las 

líneas sin transfectar (Fig. 3 barras sc y mock, comparación con la barra punteada). Así, 

en la línea MCF-10A transfectada con el siRNA irrelevante o sc, la Epi disminuyó 

significativamente la proliferación y la migración, y aumentó la adhesión con respecto 

al control. Al silenciar el receptor, la Epi revirtió el efecto, aumentando la proliferación 

y la migración, y anulando el efecto sobre la adhesión celular. El silenciamiento del β2-

RA en la línea no tumoral induciría un comportamiento frente a la Epi semejante al 

observado en la línea tumoral.  

Por otro lado, cuando se sobreexpresó el β2-RA en MCF-7, la Epi disminuyó la 

proliferación y la migración celular y aumentó la adhesión, imitando la respuesta de 

las líneas no tumorales frente a la Epi (Fig. 3). Estos resultados demuestran que los 

niveles de expresión del β2-RA son determinantes en la respuesta celular ante la 

catecolamina endógena Epi en estas líneas celulares. 
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Figura 3. Silenciamiento del β2-RA (siRNA) en la línea MCF-10A (A, C y E)  y sobreexpresión del β2-RA (β2-

RA) en la línea MCF-7 (B, D y F). Efecto de la epinefrina 1 µM (Epi) sobre proliferación (A y B), adhesión 

(C y D) y migración (E y F). Los valores se expresan como efecto provocado por la Epi con respecto a las 

células sin tratar (vehículo, líneas punteadas). Estadística: ANOVA seguido del test de Bonferroni. 

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 entre las células tratadas con Epi y las no tratadas.  ## p<0.01, 

###p<0.001 la respuesta ante la Epi entre sc vs siRNA o mock vs β2-RA. n.s: diferencias no significativas. 
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Efecto de la activación β-adrenérgica en mama no tumoral  

Modelo in vitro - Cultivo celular en 3D 

Para comprender aun más el rol de estos receptores en la biología mamaria, se 

evaluó el efecto de la estimulación β-adrenérgica en células creciendo en cultivo en 

tres dimensiones (3D). El modelo de cultivo 3D permite a las células organizarse en 

estructuras que se asemejan a la disposición celular in vivo (Shamir et al., 2014). 

Las células MCF-10A luego de 15 días en cultivo 3D, formaron estructuras 

tubulares sólidas o con lúmenes incipientes semejantes a ductos mamarios con ramas 

secundarias y pocas ramas terciarias (Fig. 4A). Estas estructuras se corresponden a los 

TDLU de tipo 1 según la descripción de Hovey y Russo (esquema de la descripción en 

Fig. 4B) (Hovey et al., 2002; Russo et al., 2004). La incubación con Iso causó el 

desarrollo de estructuras más diferenciadas, con un incremento en el número de 

brotes alveolares (BA), correspondiéndose con los TDLU de tipo 2 (Iso: 45±3 BA vs 

control: 12±3 BA, p<0.001 (Fig. 4A). Además, el tratamiento con Iso indujo el 

desarrollo de lúmenes bien constituidos, tanto en las estructuras acinares como en las 

estructuras tubulares (Fig. 4C flecha). Esto demuestra un aumento en el grado de 

diferenciación de dichas estructuras. 

Al igual que el Iso, la Epi provocó un aumento del grado de diferenciación de 

estas estructuras (Fig. 5). La incubación con el antagonista específico β2 ICI-118551 

(ICI) revirtió el efecto en la diferenciación del Iso y de la Epi. El tratamiento con 

forskolina 10 μM (FK), compuesto que activa constitutivamente la AC elevando los 

niveles de AMPc, sugiere que el efecto diferenciante es mediado vía la producción de 

este segundo mensajero (Fig. 5). Por ende, la activación del β2-RA, posiblemente a 

través de su mecanismo clásico de señalización, posee un efecto diferenciante en las 

células no tumorales mamarias MCF-10A creciendo en cultivo 3D. 
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Figura 4. Células MCF-10A creciendo en cultivo tridimensional. A. Imágenes de campo claro de células 

tratadas con medio base (control) o con isoproterenol 1μM (Iso). A la derecha, diagrama de la glándula 

mamaria modificado de Russo & Russo 2004. B. Imágenes de microscopía confocal. Marcación del 

citoesqueleto de actina (verde) y marcación con ioduro de propidio para los núcleos (rojo). La flecha 

indica la presencia de lumen en las estructuras ductales. 

 

 

200 μm

CONTROL ISO

50 μm

ISO

50 μm50 μm

CONTROL ISO

200 μm

A

B

TDLU 1

TDLU 2

TDLU 3



Resultados 57 

 

 

Figura 5. Imágenes de microscopía confocal de células MCF-10A creciendo en cultivo tridimensional. Las 

células fueron tratadas durante 15 días con medio base (control), con isoproterenol 1μM (Iso), 

epinefrina 1μM (Epi), forskolina 10 μM (FK) en presencia o ausencia de ICI-118551 10 μM (ICI). 

Marcación de citoesqueleto de actina con faloidina (verde) y marcación de los núcleos con ioduro de 

propidio. 
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Modelo in vivo - Glándula mamaria murina 

 Como se mencionó en la introducción, la glándula mamaria al nacimiento está 

compuesta de un sistema ductal rudimentario. Ésta crece isométricamente hasta la 

pubertad (Hovey et al., 2002). En ese momento aparecen los TEBS y comienza a partir 

de ellos el proceso de elongación ductal.  

Para determinar el efecto de la activación de los β-RA en la glándula mamaria 

murina normal, ratones hembra de distintas edades fueron inoculados durante 15 días 

con solución fisiológica (control) o con Iso 1mg/Kg/día de manera subcutánea. Al 

sacrificio se extrajo la cuarta mama de los ratones y mediante la técnica de whole 

mount se estudió la morfología mamaria. El tratamiento con Iso aumentó 

significativamente la ramificación de los ductos mamarios con respecto a los ratones 

control, tanto en ratones de destete (3 semanas) como en ratones de 6-8 semanas 

(púberes) (ratones destete: Iso 150±32 ductos/campo vs Control 57±21 

ductos/campo; ratones púberes: Iso 150±14 ductos/campo vs Control 73±24 

ductos/campo, p<0.05, Fig. 6A y B). En el caso de los ratones de 20 semanas (adultos), 

el tratamiento con Iso no tuvo efecto en la ramificación ductal (Iso 130±12 

ductos/campo vs Control 133±26 ductos/campo, Fig. 6A y B). El tratamiento con Iso 

indujo la ramificación ductal en ratones de destete y púberes. La cantidad de ductos 

totales en los ratones de destete y púberes luego del tratamiento es semejante al 

número de ductos de los ratones adultos, lo que sugeriría que el Iso podría estar 

acelerando la ramificación ductal normal.  

Las glándulas mamarias de los ratones de destete están compuestas 

aproximadamente por un 90% de tejido adiposo y un 10% de estructuras propiamente 

glandulares que componen los ductos. La mayoría de estos ductos presentan un 

epitelio estratificado con lúmenes pequeños, fenestrados e irregulares, lo que 

concuerda con el estado madurativo de estos ratones (Fig. 6B). El tejido adiposo que 

comprende la mayoría de la mama, presenta adipocitos multivacuolados, 

característicos de un estado inmaduro (Fig. 6C). Esto concuerda con la descripción del 

tejido adiposo pardo, característico de la glándula mamaria de ratones recién nacidos 

(Gouon-Evans et al., 2002). El tratamiento con Iso, acelera la maduración del tejido 
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adiposo. Se observaron adipocitos con vacuolas únicas y núcleos pequeños. En las 

estructuras ductales, se observó una disminución en el número de capas de células 

epiteliales y un engrosamiento del tejido peri ductal con un reclutamiento evidente de 

fibroblastos. Estos resultados sugieren que bajo el estímulo β-adrenérgico, los ductos 

aceleran su maduración, transformando los TEB en estructuras terminales menos 

activas. 

En las glándulas mamarias de los ratones púberes control, se observaron ductos 

compuestos por una monocapa epitelial rodeada de una capa celular mioepitelial y un 

estroma adiposo univacuolado (maduro) (Fig. 6C). A pesar que el Iso aumentó 

significativamente el branching mamario, no se observaron cambios histológicos 

evidentes en las glándulas mamarias de ratones de 6-8 tratados. En el caso de los 

ratones adultos, si bien no se observó un aumento en el branching luego del 

tratamiento con Iso, se observó la aparición de nuevas estructuras ductales (Fig. 6C). 

Si bien el receptor β2 es el subtipo β-RA mayormente expresado en glándula 

mamaria bovina, también se han encontrado niveles importantes de RNAm para el 

receptor β3, el cual se encuentra presente en el tejido adiposo (Inderwies et al., 

2003b; Roets et al., 1984). En base a los efectos observados sobre el tejido epitelial y 

adiposo mamario, y debido a que el Iso es capaz de unirse a los tres subtipos β-RA, se 

estudió el efecto de un agonista específico β2-RA, el salbutamol (Salb). La 

administración de Salb provocó también un aumento del branching de glándulas 

mamarias (Fig. 7A). Este aumento es estadísticamente significativo en ratones púberes 

(p<0.05). Al igual que el Iso, la estimulación con Salb no provocó cambios histológicos 

visibles en ratones de 6-8 semanas (Fig. 7B). Contrariamente, el Salb no tuvo ningún 

efecto sobre el tejido adiposo de los animales de destete. Este hallazgo podría sugerir 

un rol protagónico del β3-RA, presente en tejido adiposo, en la maduración de los 

adipocitos inducida por Iso (Fig. 7C). 
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Figura 6. A. Whole mounts de glándulas mamarias de ratones de destete, púberes y adultos tratadas 

con solución fisiológica (Control) o con isoproterenol 1mg/Kg*día (Iso) y su cuantificación. B. Cortes 

histológicos de dichas mamas con tinción H&E. C. Detalle del tejido adiposo de las mamas. Estadística: 

ANOVA-Bonferroni. ns: diferencias no significativas, *p<0.05, **p<0.01.  
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Figura 7. A. Whole mounts de glándulas mamarias de ratones de destete y púberes tratadas con 

solución fisiológica (Control) o con salbutamol 1mg/Kg/día (Salb) y su cuantificación. B. Cortes 

histológicos de glándulas mamarias. Tinción H&E. C. Detalle del tejido adiposo. Estadística: ANOVA 

seguido del test de Bonferroni, *p<0.05. 
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En un trabajo previo, se identificaron numerosos genes que podrían estar 

regulando la maduración de los ductos mamarios (Kouros-Mehr et al., 2006). Entre 

ellos, se describió que los genes de EFRINA-B1 y EphA2 se expresan diferencialmente 

en la glándula mamaria madura. Se evaluó mediante inmunohistoquímica (IHQ) la 

expresión de estas proteínas en la glándula mamaria de ratones de 6-8 semanas 

tratados o no con Iso. El tratamiento indujo un aumento significativo en la expresión 

de EFRINA-B1 tanto en el epitelio como en el estroma (p<0.05), sin embargo no 

modificó la expresión de Eph-A2 (Fig. 8). El aumento de EFRINA-B1 concuerda con los 

resultados obtenidos, indicando la presencia de ductos maduros luego del tratamiento 

con el agonista β-adrenérgico. 

Figura 8. Expresión mediante inmunohistoquímica de las proteínas EFRINA-B1 y Eph-A2 en glándula 

mamaria de ratones púberes tratados con solución fisiológica (Control) o con isoproterenol (Iso). A su 

derecha la correspondiente cuantificación. Barras continuas 200 μm, punteadas: 50 μm. Estadística: 

Test no paramétrico de Mann Whitney, *p<0.05. 
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Dado el efecto observado sobre los ductos mamarios, se evaluó si el tratamiento 

con Iso provocaba cambios funcionales de las glándulas mamarias. Para ello 

evaluamos el crecimiento de las crías durante el período de lactancia, como una 

medida de la funcionalidad de las glándulas. El diseño experimental se basó en el 

tratamiento de hembras durante 15 días con solución fisiológica o con Iso (Fig. 9A). 

Pasado este tiempo, se realizó el apareo de las mismas y se midió el tiempo de la 

aparición del tapón mucoso, como indicador de preñez (latencia gestación). Durante la 

gestación ningún grupo de ratones fue inoculado. Luego del nacimiento, se separó 

cada grupo en dos, uno recibió solución fisiológica y el otro Iso durante todo el 

período de lactancia, evaluando el peso de las crías en ese tiempo. El tratamiento con 

Iso pre y/o post gestación no afectó el peso de las crías, lo que indica que el Iso no 

estaría afectando la funcionalidad mamaria (Fig. 9B). Otros parámetros 

reproductivos estudiados, como el número de crías y el tiempo de latencia al 

embarazo tampoco se vieron afectados (Fig. 9C y D). 

Los resultados presentados hasta el momento demuestran que la estimulación 

β-adrenérgica induce la diferenciación de células mamarias creciendo en cultivo 3D 

como así también el aumento en el branching y la diferenciación de la glándula 

mamaria in vivo.  
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Figura 9. Efecto del isoproterenol (Iso) sobre parámetros reproductivos y funcionalidad de la glándula 

mamaria. A. Esquema de tratamiento. Se trató a los ratones con solución fisiológica (Control) o con Iso 

por 15 días previos al apareo y luego se repitieron ambos tratamientos post parto, determinando cuatro 

grupos. B. Crecimiento de las crías durante el tiempo de lactancia. C. Latencia al embarazo. D. Número 

de crías.  
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(p<0.05, Fig. 10A). Se verificó la ausencia de expresión del PR en los ratones PRKO (Fig. 

10B) y que las dosis y concentraciones utilizadas de TELA y RU fueran efectivas para 

lograr otros efectos fisiológicos (Fig. 10C) (Sahores et al., 2013). Tanto la TELA como el 

RU producen la clásica reducción del componente glandular producto de la inhibición 

del PR. Además, el RU debido a su efecto en el receptor de glucocorticoides, causó 

edema en el estroma. Este resultado demuestra que las drogas inhiben de manera 

eficiente al receptor. Por lo tanto, el PR no estaría mediando el efecto del Iso sobre el 

branching mamario en este momento del desarrollo. 

Para estudiar el rol del ER, se evaluó el efecto del Iso en ratones tratados con 

tamoxifeno (TAM, modulador selectivo del ER), con Fulvestrant (FULV, antagonista del 

ER y regulador negativo de su expresión) y en ratones ovariectomizados (OVX). Es 

sabido que cuando la señalización del ER se encuentra disminuida, la glándula 

mamaria se atrofia, mostrando escasos y pequeños ductos, con lúmenes casi 

imperceptibles (Silberstein et al., 1984). En estas condiciones, el tratamiento con Iso 

no logró aumentar el branching mamario, sugiriendo que la presencia del ER y su 

mecanismo de señalización es indispensable para el efecto β-adrenérgico sobre el 

branching mamario en este momento del desarrollo (Fig. 11).  

Sin embargo, en el análisis histológico de cortes teñidos con H&E se observó un 

efecto del Iso en la arquitectura ductal independiente de la presencia del ER. El Iso 

restableció el número de células por ducto como así también el área del lumen (Fig. 

12A, B y C). En los cortes histológicos de glándulas mamarias tratadas con Iso se 

observó un aumento en la condensación de la cromatina de las células epiteliales con 

respecto al control (Fig. 12D). Dicho efecto no se observó en los ratones PRKO ni en 

los OVX. Por el contrario los ratones tratados con FULV mostraron un estado más laxo 

de la cromatina, que fue revertido por la administración del Iso. La presencia del 

contenido proteico en el lumen no se vio modificada (Fig. 12E). Esto último concuerda 

con el estadio del desarrollo estudiado, ya que la producción de proteínas de la leche 

se encuentra regulada posteriormente en el desarrollo mamario, bajo el control de 

hormonas específicas que controlan el fin del embarazo y la lactancia (Weaver et al., 

2016). 
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Figura 10. A. Efecto del isoproterenol (Iso) sobre glándulas mamarias de ratones tratados con 

telapristona (TELA), mifepristona (RU) y en ratones knock-out para el receptor de progesterona (PRKO). 

A la izquierda los whole mounts de las glándulas mamarias y a su derecha la cuantificación del 

branching. B. Inmunohistoquímica para el receptor de progesterona (PR) en ratones controles y ratones 

PRKO. Regla: 50 µm. C. Tinción con hematoxilina-eosina (H&E) de úteros de ratones controles, tratados 

con TELA y con RU como control de la funcionalidad de dichas drogas sobre órganos blanco conocidos. 

Regla: 100 µm. Estadística. ANOVA seguido del test de Bonferroni. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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Figura 11. Efecto del isoproterenol (Iso) en ratones tratados con fulvestrant (FULV), tamoxifeno (TAM) o 

en ratones ovariectomizados (OVX). A la izquierda los whole mounts de las glándulas mamarias y a la 

derecha la cuantificación del branching. Estadística. ANOVA seguido del test de Bonferroni. *p<0.05. 
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Figura 12. A. Cortes histológicos teñidos con hematoxilina-eosina de las mamas de ratones tratados con 

fulvestrant (FULV), ratones knock-out para el receptor de progesterona (PRKO) y ovariectomizados 

(OVX) tratados a su vez con solución fisiológica (Control) o con isoproterenol (Iso). Aumento 600X. B. 

Cuantificación del número de células/ducto. C. Área del lumen en µm
2
.  D. Estado de la cromatina de los 

ductos mamarios. E. Presencia de contenido en el lumen (%). Estadística. ANOVA seguido del test de 

Bonferroni. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.   
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numerosas y diversas funciones biológicas para estos receptores. Particularmente, se 

ha descripto al ERα como mediador de la acción de los estrógenos en la elongación de 

los ductos mamarios, siendo indispensable para que el desarrollo mamario ocurra. Por 

el contrario, los ratones adultos KO para el ERβ exhiben un fenotipo normal de la 

glándula mamaria (Bocchinfuso et al., 1997).  

Los resultados presentados demuestran que el Iso posee un efecto sobre el 

branching mamario in vivo dependiente de la presencia del ER y un efecto 

diferenciante in vitro en las células MCF-10A creciendo en cultivo 3D (Fig. 4). Sin 

embargo, se ha descripto que esta línea celular no expresa el ERα (Liu et al., 2004). En 

base a esto, evaluamos la expresión de ERα en esta línea en cultivo tradicional (2D) 

luego de la incubación con Iso y en condiciones de cultivo 3D. Tanto la incubación 

durante 12 y 24 hs con Iso, como la condición de cultivo 3D, aumentaron la expresión 

del ERα (Fig. 13A). El aumento observado a las 24 hs resultó ser significativo (p<0.05). 

Esto sugiere que el ERα podría también estar mediando, por lo menos en parte, el 

efecto in vitro del Iso sobre el cultivo 3D. 

A fin de corroborar esta hipótesis, se realizó cultivo 3D de las células MCF-10A 

en presencia o ausencia de FULV. Se observó que efectivamente la inhibición de la 

señalización del ER con FULV fue capaz de revertir parcialmente el desarrollo de 

estructuras más diferenciadas inducido por Iso (Fig. 13B). Sin embargo, el Iso fue 

capaz de inducir la formación de pequeños lúmenes aún en presencia de FULV (Fig. 

13C). Estos hallazgos refuerzan lo observado in vivo, donde el ER es requerido para 

que el Iso provoque el aumento en el branching mamario, pero no en el efecto sobre 

la arquitectura ductal. 

Debido al aumento observado en la expresión del ERα luego del tratamiento con 

Iso in vitro, se evaluó por IHQ su expresión en las glándulas mamarias. La expresión 

del receptor luego del tratamiento con Iso se relativizó con el valor de expresión en 

condiciones control (línea punteada). El Iso aumentó significativamente la expresión 

del ERα en comparación al control (p<0.001, Fig. 13D). En el caso de glándulas 

mamarias de ratones tratados con FULV u OVX, se anuló el aumento en la expresión 

del receptor inducido por Iso.  
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Figura 13.  A. Western blot para el receptor de estrógenos α (ERα) en la línea MCF-10A en cultivo 

tradicional (2D) y en cultivo 3D en presencia o ausencia (-) de isoproterenol (Iso 1μM). Se sembraron 10 

µg de proteína para todas las condiciones y como controles positivos se utilizaron las líneas MCF-7 y 

T47D. A la derecha, la cuantificación del ERα a 24 hs de tratamiento con Iso en la línea MCF-10A. Como 

control de carga se utilizó β-ACTINA. B y C. Microscopía de células en campo claro (B) y fluorescencia 

con marcación de citoesqueleto de actina (verde) y núcleos con ioduro de propidio (C) de células MCF-

10A creciendo en cultivo 3D en presencia o ausencia de fulvestrant (FULV) y de Iso. D. 

Inmunohistoquímica para ERα en cortes de glándulas mamarias de ratones control, tratados con FULV u 

ovariectomizados (OVX), tratados o no con Iso. Los valores se expresan como veces sobre el control 

(vehículo, líneas punteadas). Estadística: test t de Student. *p<0.05 (A) y test no paramétrico de Kruskal 

Wallis seguido del Test de Dunns (D), ns: diferencias no significativas, ***p<0.001. 
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Las señales hormonales regulan el desarrollo del tejido mamario por medio de 

interacciones recíprocas entre el epitelio y el estroma, a través de cascadas de 

señalización locales. Se ha descripto a la familia de los factores de crecimiento 

fibroblásticos como reguladores locales claves en el branching mamario. Entre ellos, 

los factores FGF10 y FGF2, y el receptor FGFR2 resultan claves para la diferenciación y 

la elongación de los ductos mamarios (Brisken et al., 2015). Se realizaron ensayos de 

IHQ para evaluar su expresión en los cortes de glándulas mamarias de ratones control, 

FULV y OVX tratados o no con Iso. El tratamiento con Iso indujo un aumento 

significativo de la expresión del FGF10, FGF2 y FGFR2 en las células epiteliales con 

respecto al grupo control (Fig. 14 A, B y C). El incremento en la expresión del FGFR2 

inducido por Iso fue independiente de la presencia del ER, ya que el aumento se 

observó en los ratones tratados con FULV y OVX (p<0.001, Fig. 14A). Para el FGF10 y el 

FGF2 se conservó el aumento inducido por Iso en los ratones tratados con FULV, pero 

se anuló el efecto en el grupo OVX (Fig. 14B y C). Por otro lado, el Iso también indujo la 

expresión de la familia de FGF en células MCF-10A creciendo en cultivo 2D (Fig. 15). 

Estos resultados sugieren que los FGFs podrían ser mediadores del efecto β-

adrenérgico sobre la glándula mamaria. 

Dado el aumento inducido por Iso en la expresión de la proteína EFRINA-B1 (Fig. 

8) se analizó su expresión en los grupos de ratones tratados con FULV y OVX. El 

tratamiento con FULV, así como también la ovariectomía, inhibieron el aumento en la 

expresión de EFRINA-B1 inducida por Iso  (Fig. 16 A y B). Por lo tanto, el aumento en 

la expresión de EFRINA-B1 es dependiente de la presencia y señalización del ER. Se 

evaluó también la expresión de esta proteína in vitro en la línea no tumoral MCF-10A 

(Fig. 16C). El Iso indujo la expresión de EFRINA-B1 en células MCF-10A creciendo en 

cultivo 2D.  
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Figura 14. Inmunohistoquímica de glándulas mamarias para evaluar el efecto del Isoproteronol (Iso) 

sobre la expresión de FGFR2 (A), FGF-10 (B) y FGF-2 (C) en ratones Control, tratados con fulvestrant 

(FULV) u ovariectomizados (OVX). A la derecha se observa la cuantificación de la expresión de cada 

factor. Estadística: ANOVA seguido del test de Bonferroni. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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Figura 15.  Western blot para FGFR2 (A), FGF-10 (B) y FGF-2 (C) de la línea MCF-10A luego de 24 hs de 

tratamiento con medio base (Control) o con isoproterenol (1μM, Iso). Como control de carga se utilizó β-

ACTINA. Estadística: test t de Student. *p<0.05, **p<0.01. 

 

Figura 16. A. Inmunohistoquímica para EFRINA-B1 en glándula mamaria de ratones tratados con 

solución fisiológica (Control), fulvestrant (FULV) y ovariectomizados (OVX), tratados o no con 

Isoproterenol (Iso). B. Cuantificación de la inmunohistoquímica. C. Western blot para EFRINA-B1 de 

células MCF-10A luego de 24 hs de tratamiento con medio base (Control) o con Iso. Como control de 

carga se utilizó β-ACTINA. ANOVA seguido del test de Bonferroni, ***p<0.001.  
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Estudio in silico de la expresión génica de los β-RA en la glándula mamaria 

Utilizando como herramienta un dataset de un microarray de glándula mamaria 

murina público y disponible en Gene Expression Omnibus Database (GSE8191) se 

evaluó la expresión de los genes que codifican para los tres subtipos de β-RA a 

distintos días de la preñez, lactancia y de la involución mamaria.  

El estudio mostró un aumento progresivo de la expresión génica para el β2-RA 

(ADRB2) hacia el fin de la preñez y durante la lactancia comparado con el día 1 de 

preñez (Fig. 17). En la involución, los valores se reestablenecen a los niveles basales, 

sugiriendo una posible función fisiológica asociada al proceso de lactancia. Por otro 

lado, no se observaron diferencias en la expresión del gen del β1-RA (ADRB1) en los 

diferentes momentos evaluados. El gen que codifica para el subtipo β3-RA (ADRB3), 

disminuyó su expresión con el comienzo de la preñez (Fig. 17). 

Figura 17. Expresión de los genes que codifican para los diferentes subtipos de β-RA a los días 1, 3, 7, 12, 

17 y 19 de la preñez (Preg), los días 1, 2 y 9 de la lactancia (Lac) y el día 2 de involución (Invo). Datos 

extraídos de un microarray de glándula mamaria murina público y disponible en Gene Expression 

Omnibus Database (GSE8191).  

Efecto de la activación β-adrenérgica en modelos tumorales de mama 

Modelo in vitro - Cultivo celular en 3D 

Los resultados hasta aquí demuestran un efecto diferenciante mediante la 

activación de los β-RA en dos modelos normales de glándula mamaria. Con el fin de 

determinar si este efecto es trasladable a un modelo tumoral, se evaluó el efecto de la 
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cultivo 3D (Fig. 18). En condiciones control, las células formaron estructuras 

esferoidales, sólidas y poco organizadas. El tratamiento con Iso durante 15 días indujo 

la formación de estructuras con un fenotipo polarizado y el desarrollo de un lumen 

incipiente. Por el contrario, luego de la estimulación con Epi, las células se organizaron 

en esferoides o clusters sólidos no polarizados y de mayor tamaño. Este fenotipo, 

relacionado con un mayor crecimiento y ausencia de diferenciación, coincide con lo 

observado anteriormente en 2D, donde la Epi provoca un fenotipo más maligno en 

esta línea tumoral. Al igual que para las células MCF-10A, el tratamiento con FK 

provocó el mismo efecto que el Iso. Esto sugiere un efecto del agonista a través de la 

vía clásica del receptor. El efecto diferenciante del Iso sobre el cultivo 3D se revirtió en 

presencia del antagonista específico β2-RA, ICI (Fig. 18). Por el contrario, dicho 

antagonista no fue capaz de revertir el efecto de la Epi, sugiriendo una acción 

principalmente vía α2-RA de la misma.  
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Figura 18. Imágenes de microscopía confocal de células MCF-7 creciendo en cultivo 3D. Las células 

fueron tratadas durante 15 días con medio base (control), con Isoproterenol 1μM (Iso), epinefrina 1μM 

(Epi), forskolina 10 μM (FK) en presencia o ausencia del antagonista ICI-118551 10 μM (ICI). Marcación 

de citoesqueleto de actina con faloidina (verde) y núcleos con ioduro de propidio. 

 

A fin de comprender el mecanismo, y dado lo observado en mama normal, se 

evaluó mediante western blot la expresión del ERα en esta línea luego de la 

incubación con Iso. El tratamiento aumentó significativamente la expresión del 

receptor a las 24 hs (p<0.01, Fig. 19 A).  
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desarrollo de lúmenes desarrollados aún en presencia de FULV (Fig. 19 B), 

demostrando el efecto del Iso sobre la formación del lumen independiente de la 

presencia del ER también en el modelo tumoral. 

 

 

 

Figura 19. A. Western blot para ERα en la línea MCF-7 tratada con medio base (Control) o con 

isoproterenol (Iso,1µM) durante 24 hs. Como control de carga se utilizó ERK1/2. B. Microscopía confocal 

de cultivo 3D de células MCF-7 en presencia o no de fulvestrant (FULV) y tratadas o no con Iso durante 

15 días. Marcación del citoesqueleto de actina con faloidina (verde) y los núcleos con ioduro de propidio. 

Estadística: test t de Student. **p<0.01. 

 

Modelo in vivo - Tumores murinos 

Se evaluó el efecto in vivo de la estimulación β-adrenérgica sobre dos modelos 

murinos tumorales de mama. Se utilizaron dos carcinomas ductales que expresan ER y 

PR, los tumores C4-2-HI y C7-2HI. El tratamiento con Iso 1mg/Kg/día durante 25 días 

redujo el volumen tumoral significativamente en ambos tumores (Fig. 20A y B). 

En el análisis histológico del tumor C4-2-HI se observó que la estimulación β-

adrenérgica indujo la diferenciación del tumor, promoviendo la formación de 

estructuras ductales bien definidas (Fig. 21 A, Flechas). Se evaluó además la expresión 

del factor de transcripción GATA3, involucrado en el desarrollo mamario. Se ha 
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descripto que su expresión se pierde con la progresión tumoral (Chou et al., 2010). El 

tratamiento con Iso aumentó significativamente la expresión de GATA3 nuclear 

(p<0.001) (Fig. 21 B). Al evaluar el corte del tumor C7-2-HI no se encontraron 

diferencias histológicas luego del tratamiento con respecto al control (datos no 

mostrados).  

 

 

Figura 20. Efecto del tratamiento con Isoproterenol (Iso) sobre el volumen tumoral de los tumores 

mamarios murinos C4-2-HI (A) y C7-2-HI (B). Los valores corresponden al volumen tumoral a los 25 días 

de tratamiento. Estadística: test t de Student. **p<0.01. 
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Figura 21. A. Cortes histológicos del tumor C4-2-HI teñidos con hematoxilina-eosina de ratones tratados 

con solución fisiológica (Control) y tratados con isoproterenol (Iso). Las flechas rojas marcan los esbozos 

ductales inducidos por el tratamiento. B. Expresión por inmunohistoquímica del factor de transcripción 

GATA3 en este tumor y a la derecha su cuantificación. Estadística: test t de Student, ***p<0.001. 

Estudio in silico. Comparación de la expresión génica de los β-RA en glándula 

mamaria y tumores murinos 

Con el fin de complementar los resultados anteriores, se estudió la expresión de 

los genes que codifican para los tres tipos de β-RA en glándula mamaria murina con 

respecto a tumores murinos. En este caso se utilizó un dataset de un microarray de 

muestras de glándula mamaria murina de dos cepas de ratones BALB/c y FVB y de 

distintos tumores murinos de estas mismas cepas. Estos datos públicos se encuentran 

disponibles en Gene Expression Omnibus Database (GSE3165).  

Se observó una disminución significativa para el gen que codifica para el β2-RA 

ADRB2 en los tumores respecto al tejido mamario normal (Fig. 22 B, p<0.001). No se 
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observaron diferencias significativas en los niveles de expresión del ADRB1 y ADRB3 

entre la glandula mamaria normal y los tumores  (Fig. 22 A y C). 

Figura 22. Niveles de expresión de ADRB1 (A), ADRB2 (B) y ADRB3 (C) en glándula mamaria normal 

murina y en distintos tumores mamarios murinos. Datos extraídos de un microarray público y disponible 

en Gene Expression Omnibus Database (GSE3165). Estadística. Test t de Student o Test no paramétrico 

de Mann Whitney. ***p<0.001. 

Los resultados mostrados hasta aquí indican un efecto diferenciante del Iso 

también en un contexto tumoral, tanto en células MCF-7 en cultivo como en el tumor 

mamario murino C4-2-HI. Asimismo, los resultados in silico refuerzan la hipótesis del 

rol del receptor β2, asociando una baja expresión del mismo a un fenotipo tumoral.  
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Capítulo I 

En respuesta a desafíos ambientales, psicológicos o fisiológicos que alteran la 

homeostasis del organismo, se liberan concentraciones micromolares de NE en tejidos 

blanco y Epi al torrente sanguíneo (Cole et al., 2012; Daly et al., 2011). Estas 

catecolaminas, a través de su unión a los RA expresados en la mayoría de los tejidos, 

regulan funciones celulares básicas como proliferación, diferenciación, contacto 

célula-célula, liberación de mediadores solubles e inmunes (Hein, 2006; Tang et al., 

2013). Se ha demostrado que la liberación de Epi y NE tiene un severo impacto en las 

vías asociadas a la progresión tumoral y la metástasis en diversos modelos, a través de 

un efecto directo sobre el tumor o sobre el microambiente tumoral (Antoni et al., 

2006; Armaiz-Pena et al., 2009; Entschladen et al., 2004; Goodwin et al., 2010; 

Lutgendorf et al., 2010; Thaker et al., 2007). 

La presencia de RA ha sido descripta en los tumores más frecuentes de la 

población, como es mama, próstata, colon y pulmón (Al-Wadei et al., 2006; Palm et 

al., 2006; Vandewalle et al., 1990; Vazquez et al., 2006; Wong et al., 2007). El cáncer 

de mama es el más frecuente en mujeres y se encuentra entre las primeras causas de 

defunción por esta enfermedad (Ferlay et al., 2015).  

Existen numerosos trabajos que sugieren que eventos traumáticos o estresantes 

pueden incrementar el riesgo de padecer cáncer de mama. Si bien no existe evidencia 

robusta de una asociación independiente entre dichos eventos y el cáncer de mama, 

numerosos estudios sugieren que el apoyo social y eventos calificados como 

“amenazantes” interaccionan aumentando el riesgo del desarrollo de la enfermedad. 

Se ha descripto que las mujeres que experimentan estos eventos estresantes sin 

apoyo social poseen nueve veces mayor riesgo de desarrollar cáncer de mama (Price 

et al., 2001). Chida et al., en un trabajo de revisión usando meta-análisis, encuentran 

que el estrés, como así factores psico-sociales relacionados a éste, influyen en la 

incidencia, sobrevida y mortalidad por cáncer. Sugieren también que estos factores 

tienen un impacto lento pero acumulativo sobre el cáncer. Entre los factores se 

encuentran, muerte del conyugue o pariente cercano, personalidades propensas al 

estrés o aquellas con dificultad para afrontar situaciones problemáticas, angustia 
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emocional y depresión. Todas se asociaron con la incidencia, la sobrevida y la 

mortalidad por cáncer (Chida et al., 2008). Particularmente en mama, un trabajo 

reciente describe que eventos estresantes de los últimos 5 años tienen un efecto 

negativo en el riesgo de cáncer de mama y sugiere que el apoyo social podría no sólo 

ser de suma importancia antes del diagnóstico, sino también en el período posterior al 

mismo (Yildirim et al., 2018). Sin embargo, muchos de estos factores psicosociales se 

encuentran asociadas con conductas que se cree están asociadas al riesgo de cáncer 

de mama, sumando confusión y complejidad a este tipo de estudios. Así, la depresión 

lleva a conductas como tabaquismo, dieta inadecuada, falta de ejercicio, obesidad, 

alcoholismo, insomnio, o poca adherencia a los tratamientos. 

A pesar de que en los últimos años se han estudiado ampliamente los RA como 

mediadores de la respuesta al estrés y la evolución del cáncer de mama, el rol 

específico de éstos en cáncer no ha sido dilucidado completamente. Nuestro 

laboratorio ha contribuido de manera significativa en la descripción de los RA en 

diferentes modelos de cáncer de mama (Bruzzone et al., 2011; Bruzzone et al., 2008; 

Perez et al., 2012; Rivero et al., 2017; Vazquez et al., 2006; Vazquez et al., 1999). En 

dichos trabajos demostramos que la estimulación de los α2-RA provoca un aumento 

de la proliferación celular in vitro y un aumento del crecimiento tumoral in vivo. Sin 

embargo, el rol de los β-RA en cáncer de mama ha sido más controversial, ya que 

algunos autores han demostrado que la estimulación de los β-RA puede inhibir la 

proliferación celular (Carie et al., 2007; Slotkin et al., 2000) mientras que otros 

describen efectos proliferativos (Cakir et al., 2002; Re et al., 1992; Shi et al., 2011; 

Thaker et al., 2006). En nuestros resultados siempre encontramos una asociación 

entre la estimulación de los β-RA y la disminución de la proliferación celular y del 

crecimiento tumoral (Gargiulo et al., 2014; Perez et al., 2012). 

En relación a esto, se ha demostrado que las diferencias entre los agonistas β-

adrenérgicos utilizados podrían contribuir a la heterogeneidad de respuestas 

encontradas en las células mamarias (Madden et al., 2011; Pon et al., 2016). Por otro 

lado, es también posible que el efecto directo de la señalización β-RA sobre el 
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microambiente tumoral explique las diferencias encontradas entre los estudios in vivo 

e in vitro (Sloan et al., 2010). 

La inervación adrenérgica de la glándula mamaria normal ha sido descripta en 

ratas y cerdos (Morales et al., 2001), como así también en bovinos, en este caso por el 

interés farmacológico de los mismos en la regulación de la producción y extracción de 

leche (Gow et al., 2003; Hammon et al., 1994; Roets et al., 1985a). En cerdos, esta 

inervación alcanza principalmente la zona del pezón, tejido subcutáneo, vasos 

sanguíneos, fibras musculares, como así también tejido glandular (Franke-Radowiecka 

et al., 2002). Con respecto a modelos tumorales de mama, se ha descripto una 

inervación de fibras nerviosas simpáticas en tumores ortotópicos y espontáneos 

murinos (Szpunar et al., 2016). A diferencia de lo que ocurre para otros tumores 

sólidos, esta inervación en tumores de mama presenta una distribución limitada a la 

región periférica, sugiriendo que la liberación de NE podría estar regulando también la 

entrada de células estromales en el tumor más allá de la actividad tumoral en un área 

altamente localizada. Estos autores sugieren que en humanos existiría un mecanismo 

similar de inervación periférica en tumores de mama, ya que en biopsias no lograron 

detectar fibras en el interior de los tumores. En modelos murinos, se observó que esta 

inervación es la fuente del 50% de la NE de los tumores mamarios y se sugiere que es 

el microambiente tumoral el que regula la liberación y disponibilidad de catecolaminas 

inducida por el estrés (Szpunar et al., 2016).  

Dada la inervación de la glándula mamaria y de los tumores, y la presencia de RA 

en estos modelos, resulta tentador especular sobre un rol del sistema adrenérgico 

como regulador de procesos fisiológicos y tumorales. Las células tumorales y no 

tumorales expresan tanto receptores α2 como β-RA adrenérgicos. La Epi liberada 

durante el estrés, se une a estos receptores con la misma afinidad (Xhaard et al., 

2006). En este trabajo se utilizó como catecolamina endógena Epi, ya que se une 

preferencialmente al β2-RA, siendo el principal subtipo de los β-RA expresado en 

células tumorales y no tumorales de mama. La NE se une preferencialmente al subtipo 

β1 (Alexander et al., 2017; Luthy et al., 2009; Vandewalle et al., 1990). En resultados 

previos a esta tesis, observamos una respuesta diferencial a la Epi entre las líneas 
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tumorales y no tumorales de mama humana. En las células no tumorales, MCF-10A y 

HBL-100, la Epi indujo un fenotipo benigno incrementando la adhesión y 

disminuyendo la proliferación y migración. En cambio, en los modelos tumorales, 

MCF-7 y MDA-MB-231, la Epi provocó un comportamiento más agresivo, aumentando 

la migración y proliferación celular. En relación a esto, demostramos que la expresión 

del β-RA en las MCF-7 es modesta en relación a la alta expresión encontrada en la 

línea MCF-10A (Gargiulo et al., 2014).  

Las líneas celulares de cáncer de mama humana son el modelo más utilizado 

para el estudio de la fisiopatología de muchos tipos de cáncer (Lacroix et al., 2004). 

Han brindado información sobre el comportamiento biológico celular, de los genes y 

de los mecanismos de señalización involucrados en la oncogénesis. También han sido 

utilizadas para ensayos de sensibilidad a agentes antineoplásicos. Cabe destacar que 

las líneas celulares establecidas, aunque provengan de un tejido sano, no pueden 

considerarse líneas “normales”, debido a su capacidad indefinida de auto-replicación. 

La denominación correcta es línea “no tumoral”. Existen pocas líneas provenientes de 

mama humana consideradas no tumorales, entre ellas las MCF-10A y HBL-100 y son 

las que se utilizan como referencia o aproximación de lo que ocurre en la mama 

normal. En este trabajo se trabajó con la línea MCF-10A. Ésta es una línea celular 

espontáneamente inmortal obtenida de un quiste mamario proveniente de una mujer 

pre-menopáusica (Soule et al., 1973). Esta línea celular tiene características similares 

al epitelio mamario normal según los siguientes criterios: (a) falta de tumorigenicidad 

en ratones inmunodeprimidos; (b) crecimiento tridimensional en colágeno; (c) su 

crecimiento en cultivo es controlado por hormonas y factores de crecimiento; (d) 

ausencia de crecimiento independiente de anclaje y (e) formación de cultivos 

confluentes. El análisis citogenético previo a la inmortalización mostró células 

normales diploides, aunque en pasajes posteriores se encontraron rearreglos mínimos 

(Soule et al., 1973). A diferencia de esta líneas, la línea HBL-100, descripta como no 

tumoral, se aisló originalmente de la leche de una mujer sana (Gaffney, 1982). Sin 

embargo exhibe ciertas características de transformación desde el principio y se 

desarrolla hasta volverse tumorigénica en ratones nude. Como modelos tumorales, las 

líneas MCF-7, T-47D y MDA-MB-231 son las líneas más utilizadas en los trabajos en 



Discusión 99 

oncología (más de dos tercios de las publicaciones hacen referencia a estudios en 

estas líneas). La línea MCF-7, es una línea tumoral de mama humana, obtenida a partir 

de una efusión pleural. Las células MCF-7 retienen diversas características del epitelio 

mamario. Poseen morfología poligonal, expresión del ERα y tienen la capacidad de 

formar domos (Soule et al., 1973). Estas células, desarrolladas en la Michigan Cancer 

Foundation, se convirtieron en el modelo clásico del estudio del cáncer de mama 

hormono-dependiente en centenares de laboratorios alrededor del mundo y 

contribuyeron al conocimiento de la replicación regulada por hormonas y de la terapia 

hormonal para el cáncer de mama (Levenson et al., 1997). Esta línea MCF-7 es modelo 

para el tipo de cáncer luminal, que representa al 70% de los tumores observados en la 

clínica (Neve et al., 2006). En resumen, tanto la línea MCF-10A como la línea MCF-7, se 

consideran buenos modelos celulares para representar el epitelio “normal” y el 

tumoral respectivamente. 

Para estudiar en profundidad el efecto de los niveles de expresión del β2-RA 

sobre el fenotipo celular, sobreexpresamos o silenciamos de manera eficiente este 

receptor en la línea tumoral (MCF-7) y en la línea no tumoral (MCF-10A). Como se 

demostró, el silenciamiento del β2-RA en ambas líneas causó un fenotipo más 

agresivo, mientras que su sobreexpresión indujo un fenotipo benigno. Es importante 

destacar que la modulación de los niveles de expresión del β-RA (sin estimulo) 

provocan un cambio en el comportamiento celular, demostrando una actividad basal 

del receptor. Este efecto se debe a que el receptor es capaz de unirse a la proteína Gs 

en ausencia de ligando. Esta propiedad ha sido descripta para el receptor β2-RA y para 

numerosos GPCRs (Rasmussen et al., 2007). Sin embargo, en estas condiciones basales 

no logramos observar cambios detectables en los niveles de AMPc en las células MCF-

10A. Esto podría deberse a la compartimentalización de la señal del AMPc. De hecho, 

se ha descripto que la proximidad de fosfodiesterasas al sitio de producción de AMPc 

restringe la diseminación del segundo mensajero a través de toda la célula (Cheepala 

et al., 2013). Más aun, se ha observado que la estimulación del β1-RA induce un 

gradiente de AMPc que se propaga por la célula entera, mientras que la estimulación 

del β2-RA no logra gatillar esta difusión de AMPc (Nikolaev et al., 2006). Por otro lado, 

las técnicas clásicas de medición de AMPc poseen una baja resolución temporo-
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espacial y probablemente no logren cuantificar cambios discretos en la producción de 

AMPc en compartimentos celulares específicos. Considerando esto, pequeños 

cambios en los niveles de AMPc en las células MCF-10A que ocurren en 

compartimentos específicos, podrían trasladarse en cambios importantes observados 

como efectos biológicos. Sin embargo, en la línea MCF-7 la sobreexpresión del 

receptor lleva a un aumento de AMPc de los niveles basales y luego de la 

estimulación.  

Los resultados obtenidos refuerzan la importancia del β2-RA como regulador de 

procesos asociados a la progresión tumoral. Hipotetizamos que los niveles de 

expresión de este receptor son en parte responsables del comportamiento diferencial 

ante la Epi entre las líneas tumorales y no tumorales. En este contexto, encontramos 

que el silenciamiento del β2-RA en la línea no tumoral, convierte la respuesta ante la 

Epi en una típica respuesta tumoral (direccionada hacia la respuesta α2-adrenérgica). 

En contraste, en células MCF-7 que sobreexpresan el β2-RA, la Epi induce la típica 

respuesta de las líneas no tumorales, revirtiéndose el comportamiento agresivo. 

Conjuntamente, en los estudios in silico encontramos que la perdida de expresión del 

receptor β2-RA se correlaciona con un fenotipo maligno. Estos resultados demuestran 

la importancia del β2-RA como modulador del comportamiento celular benigno en 

mama. En línea con nuestros resultados, un análisis realizado a partir de 750 biopsias 

de diferentes tumores mamarios humanos, describe que los tumores más agresivos y 

con peor pronóstico presentan una alta expresión de receptores α2-RA, mientras que 

los β-RA se expresan principalmente en tumores más benignos y con mejor pronóstico 

(Powe et al., 2011b).  

Los cultivos tridimensionales resultan de gran utilidad en el estudio de la 

glándula mamaria normal y tumoral, ya que las células epiteliales mamarias en estos 

cultivos son capaces de recapitular características del epitelio mamario in vivo 

(Debnath et al., 2005). El epitelio mamario posee una histología característica, como 

una morfología polarizada, contactos celulares especializados y unión a membrana 

basal. Éstas aseguran un correcto control de la proliferación celular, sobrevida, 

diferenciación y secreción (Bissell et al., 2002; O'Brien et al., 2002; Rodriguez-Boulan 
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et al., 1989). Esta estructura se corrompe durante la patogénesis. De hecho, por 

décadas, los patólogos han evaluado los cambios estructurales del epitelio tanto para 

el diagnóstico como para la clasificación tumoral. La presencia del lumen ha sido 

asociada con estructuras más desarrolladas (Debnath et al., 2003; Inman et al., 2010). 

De hecho, se ha descripto que las células tumorales no forman acinos en cultivo 3D, 

sino clusters no polarizados con una limitada diferenciación (Petersen et al., 1992). En 

nuestros experimentos, tanto en líneas no tumorales como tumorales la estimulación 

de los β-RA causó un efecto diferenciante en las estructuras acinares y tubulares 

formadas por las células MCF-10A y en los clusters de células MCF-7. Además, la 

estimulación con Fk reprodujo los efectos del Iso, sugiriendo un efecto mediado por la 

vía del AMPc, la vía clásica de señalización β-adrenérgica. En línea con esto, Nedvetsky 

et al. asocia un aumento de AMPc con la formación de lumen en células MCF-10A 

creciendo en cultivo 3D. Esto ocurre por mecanismos coordinados que incluyen 

polarización de células y apoptosis de las células internas para la formación del lumen. 

Este proceso depende de la activación de PKA y de la inhibición de la vía de ERK. 

Interesantemente, los autores plantean que la señalización deficiente de AMPc y PKA 

podría contribuir a la carcinogénesis, ya que la pérdida de polaridad y la resistencia a 

la apoptosis son puntos claves en este proceso (Nedvetsky et al., 2012). 

Un punto interesante a observar, es que la Epi en estos modelos de cultivo 3D se 

comporta de la misma manera que lo hace en las líneas en cultivos 2D. Así, induce un 

fenotipo benigno en la línea no tumoral (desarrollo de lumen y túbulos) mientras que 

en la línea MCF-7, la incubación con Epi provoca el desarrollo de clusters de mayor 

tamaño sin ningún tipo de diferenciación. 

En dichos experimentos, se utilizó el antagonista ICI-118551 para corroborar que 

el efecto sea mediado por el β2-RA. La elección de este antagonista en vez del 

conocido antagonista Prop, se debe a que este último ha sido descripto como agonista 

sesgado (van der Westhuizen et al., 2014). Asimismo, en nuestro grupo hemos 

observado un agonismo parcial en ciertos parámetros in vivo (Perez et al., 2012). Por 

otro lado, el ICI tiene una mayor afinidad por el subtipo β2-RA que por los subtipos β1 

y β3-RA (Vrydag et al., 2007), mientras que el Prop se ha clasificado como 
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“antagonista” no selectivo, principalmente para el subtipo β1 y β2-RA (Alexander et al., 

2017). El ICI fue capaz de bloquear el efecto del Iso, demostrando la participación del 

subtipo β2-RA en la inducción de la diferenciación en cultivos 3D por agonistas β-

adrenérgicos.  

En base a la acción diferenciante observada in vitro en las células mamarias se 

estudió el efecto de la estimulación β-adrenérgica sobre la glándula mamaria murina. 

Estudios previos han demostrado que la diferenciación de la glándula mamaria se 

encuentra asociada a una reducción en el riesgo de cáncer de mama. Durante el parto 

y posterior lactancia, la glándula mamaria completa su desarrollo y maduración, 

reduciendo la susceptibilidad de las células a la transformación maligna. Ha sido 

descripto que el embarazo a término es capaz de inhibir la iniciación carcinogénica a 

través de la inducción de la diferenciación (Russo et al., 2004). Como ya se mencionó, 

la mayor parte del desarrollo de la glándula mamaria ocurre durante el periodo 

posnatal. Antes del nacimiento, los ductos rudimentarios invaden la almohadilla 

mamaria, y esta estructura se mantiene quiescente hasta los 21 días de edad. Este 

momento concuerda justamente con el período de destete de los animales. Entre las 

semanas 6 y 8, los ovarios comienzan a secretar hormonas (pubertad) y comienza la 

fase de crecimiento ductal activo, que continua hasta las 10-12 semanas de edad, 

cuando los TEBs alcanzan los límites de la almohadilla mamaria. Con cada ciclo estral, 

la glándula mamaria se ramifica formando BA, que sufrirán su diferenciación definitiva 

solo cuando ocurra el proceso de gestación y lactancia (Richert et al., 2000). En base a 

esto, se eligieron tres estadios diferentes para estudiar el efecto de la estimulación β-

adrenérgica sobre la glándula mamaria. Se utilizaron ratones de destete, púberes y de 

20 semanas de edad (adultos), con el fin de abarcar distintos estadios del desarrollo 

mamario. 

El aumento en la ramificación mamaria inducida por Iso se observó en ratones 

de destete y púberes, pero no en ratones adultos. Esto puede explicarse porque en 

estos ratones los ductos ya lograron alcanzar los bordes de la almohadilla mamaria. Es 

lógico pensar que cuando se alcanzan estos límites, se disparen mecanismos 

inhibitorios de la elongación de los mismos. Si bien la regulación exacta se desconoce, 
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se ha descripto que el proceso de branching se detiene una vez que la almohadilla de 

grasa se completa. Esta inhibición involucra la producción y activación de TGFβ 

endógeno y se encuentra regulado por señales locales asociadas a la arquitectura 

glandular (Macias et al., 2012). Si bien en el análisis histológico observamos la 

aparición de estructuras ductales nuevas, a nivel de whole mount no se observaron 

diferencias como en los otros estadios. Estos resultados demuestran que el Iso estaría 

acelerando el desarrollo ductal mamario.  

Un punto interesante a destacar es que el branching inducido por Iso no mostró 

características morfológicas anormales. En la glándula mamaria, las anormalidades 

como las displasias y las hiperplasias pueden detectarse con facilidad (Ethier et al., 

1982) y no se observaron en las glándulas de los ratones tratados. Asimismo, la 

estimulación β-adrenérgica no interfirió en la funcionalidad de las glándulas mamarias 

de los ratones tratados.  

Bajo la influencia del Iso, además del marcado efecto observado en el branching, 

se encontró un incremento de la diferenciación de estructuras del compartimiento 

estromal. Se observó un efecto notable en la maduración de los adipocitos de los 

ratones de destete pero no de los púberes. Esto puede deberse a que en los ratones 

púberes los adipocitos de la glándula mamaria ya son maduros. El Iso estaría 

acelerando la maduración de los preadipocitos a adipocitos. En relación a esto, ha sido 

descripto que el tejido adiposo pardo que se observa en la glándula mamaria de los 

neonatos (Hovey et al., 2002) regula negativamente la diferenciación de las células 

epiteliales durante el crecimiento ductal previo a la pubertad (Gouon-Evans et al., 

2002). Por lo que la disminución de este tejido adiposo inmaduro y la aparición de 

adiposo maduro, estimularía la diferenciación de las células epiteliales de los ductos, 

explicando en parte el efecto del Iso sobre la ramificación ductal. En base a estos 

resultados podemos proponer que la estimulación β-RA induce el desarrollo y la 

maduración de las estructuras epiteliales y estromales mamarias.  

La estimulación de los β2-RA, con el agonista específico Salb, indujo el branching 

de ratones púberes al igual que el Iso, el cual estimula todos los β-RA, incluidos los β3–

RA que se expresan principalmente en tejido adiposo. El Salb no tuvo efecto en la 
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maduración de los adipocitos en los ratones de destete, probablemente debido a un 

rol protagónico del receptor β3 en dicho efecto. En línea con esto, si bien se observó 

una tendencia, el aumento de la ramificación en ratones de destete luego del 

tratamiento con Salb no resultó significativo. Esto podría deberse a la importancia de 

la maduración del estroma en la inducción del branching en este estadio. En tal 

sentido, la importancia del estroma en el desarrollo mamario y su función fue 

propuesta más de tres décadas atrás (Williams et al., 1983). Modelos quiméricos 

demostraron la capacidad del estroma en influenciar el desarrollo del epitelio. La 

recombinación de epitelio mamario con estroma de glándula salival provoca 

estructuras semejantes al epitelio de esta glándula (Sakakura et al., 1976). Estos 

estudios revelaron que el componente epitelial es sumamente maleable y el destino 

celular y la función tisular se encuentran fuertemente influenciados por el 

componente estromal de la glándula. Más aún, en un modelo tumoral mamario 

murino donde el desarrollo de los tumores imita las etapas clínicas del desarrollo de 

cáncer de mama humano se observó inervación simpática entre los adipocitos en 

estadios premalignos (Szpunar et al., 2016). Este trabajo sugiere que mediante la 

inervación del tejido adiposo mamario, las catecolaminas regulan los adipocitos y el 

metabolismo del tejido adiposo mamario, modulando la progresión tumoral 

temprana. 

Los estudios in silico realizados de glándula mamaria de ratones demostraron un 

aumento de la expresión del β2-RA asociado a etapas tardías de la preñez y a la 

lactancia. Este aumento se revierte en el período de involución. Este descubrimiento 

sugiere un rol adicional del receptor en la lactancia. Sin embargo, debería realizarse un 

estudio comparativo con estadios previos a la gestación, ya que esos datos no se 

encuentran disponibles en el dataset utilizado. Cabe destacar que se observa una 

disminución significativa del subtipo β3-RA al tercer día de embarazo con respecto al 

primero, la cual se mantiene durante la toda la preñez y lactancia. Esto se debe 

probablemente, a que los datasets utilizados contienen la información de ARNm 

obtenidos a partir de glándulas mamarias completas, es decir que contienen la 

información del componente epitelial y estromal. Los adipocitos expresan gran 

cantidad de β3-RA y componen el 90% de la glándula mamaria de los ratones hembra 
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vírgenes. Con la preñez este porcentaje se invierte, el epitelio mamario se desarrolla 

en detrimento del estroma. Por lo tanto, en dichos estadios la proporción de 

adipocitos es baja y podría ser la causa de la disminución de este subtipo. 

En concordancia con nuestros resultados, numerosos reportes han demostrado 

que estresores psicosociales en etapas tempranas de la vida producen cambios 

moleculares y morfológicos que se observan posteriormente en la glándula mamaria 

de ratones adultos (Boyd et al., 2010; Hermes et al., 2009). Se observó que el estrés 

causado por la separación materna en ratones recién nacidos, provoca una 

aceleración del desarrollo de la glándula mamaria, induciendo la maduración de TEBs 

y aumentando el branching mamario (Boyd et al., 2010). En línea con esto, otro 

trabajo asoció el aislamiento social de ratones durante 14 días con un número menor 

de estructuras pre-TEB y un menor riesgo posterior de desarrollar tumores mamarios 

(Hasen et al., 2010).  

Asimismo, un trabajo realizado con implantes de pellets de toxina colérica 

demostró que el incremento local de los niveles de AMPc estimula la morfogénesis 

ductal en ratones C57 ovariectomizados (Silberstein et al., 1984). Otro dato que 

sugiere la importancia de la vía del AMPc como regulador del desarrollo mamario 

incluye a la señal parácrina entre la proteína asociada a la hormona paratiroidea 

(PTHrP) del epitelio mamario embrionario y su receptor PTHR1 en el estroma 

adyacente, que señaliza vía la producción de AMPc. Ambos receptores son necesarios 

para formar el sistema de ductal rudimentario (Wysolmerski et al., 1998). El β-RA 

podría estar imitando el efecto de dicho receptor mediante la producción de AMPc. 

De hecho, Silberstein et al. sugieren en su trabajo que el incremento local de los 

niveles de AMPc estimula la morfogénesis ductal operando a través de una vía 

morfogénica normal, y que el AMPc podría remplazar los requerimientos hormonales 

normales para este tipo de desarrollo. A diferencia de este trabajo, en nuestro 

modelo, el Iso es incapaz de inducir el branching mamario en ratones 

ovariectomizados. Sin embargo, nuestros resultados permiten descartar al PR como 

mediador de los efectos del Iso sobre el branching mamario. Esto a su vez concuerda 

con las funciones descriptas para este receptor en la ramificación lateral y la 
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alveologénesis durante la preñez, formando una glándula competente para la 

lactancia (Brisken et al., 1998). Además, se describió que el crecimiento de los ductos 

mamarios de los ratones PRKO durante la pubertad se encuentra retrasado pero no 

inhibido (Brisken et al., 1998), indicando que el PR no es totalmente esencial para el 

branching de la glándula mamaria en estadios tempranos.  

Por el contrario, demostramos que la presencia del ER y su señalización es 

esencial para el efecto del Iso sobre la ramificación mamaria. Numerosos trabajos 

describen el rol esencial del ERα epitelial en la elongación ductal (Mallepell et al., 

2006). Sorprendentemente encontramos que el Iso es capaz de inducir el branching 

mamario en ratones de destete, un momento en el desarrollo donde se considera que 

la función ovárica es nula o despreciable, y por ende los niveles hormonales también. 

La bibliografía no es concluyente respecto a los niveles de estrógenos en los distintos 

momentos del desarrollo. Según datos encontrados, los ratones llegan a la pubertad 

alrededor del día 31, no obstante, entre los 23 y 35 días de edad se incrementan los 

niveles circulantes de estrógenos (Nelson et al., 1990). Por otro lado, el Iso podría 

estar estimulando la maduración ovárica y acelerando la madurez sexual, aumentando 

los niveles de estrógenos en sangre. En relación a esto, se ha descripto que el agonista 

β2-adrenérgico fenoterol estimula la secreción ovárica de progesterona y estradiol en 

rata. Se sugiere que los β2-RA expresados en ovario tienen un rol regulatorio en la 

secreción de hormonas ováricas (Zsolnai et al., 1982). Más aún, otro trabajo 

demuestra que la estimulación adrenérgica de los β2-RA expresados en ovarios 

inmaduros inducen la liberación de esteroides, sugiriendo que el sistema adrenérgico 

se encuentra involucrado en la iniciación de la función ovárica en adultos (Aguado et 

al., 1982). Actualmente, estamos evaluando posibles técnicas que nos permitan medir 

los niveles de estrógenos en ratones de destete control y tratados con Iso. Por otro 

lado, los ovarios de estos animales fueron extraídos a fin de determinar cambios 

histológicos relacionados con la función ovárica y dilucidar el mecanismo mediante el 

cual el Iso ejerce su efecto en ratones de destete. Estos ovarios están procesados pero 

aún no han sido analizados. Un efecto del Iso sobre la función ovárica explicaría 

también la diferencia en la inducción del branching que ocurre entre los ratones de 

destete pero no en los OVX. Asimismo, el efecto del Iso observado en las glándulas 
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mamarias de los ratones de destete, podría ser en parte un efecto indirecto de la 

aceleración de la madurez sexual. 

En relación al efecto de la activación β-adrenérgica sobre el branching, se 

encontró que el Iso aumentó la expresión de EFRINA-B1 de manera dependiente del 

ER. Anteriormente, se le ha propuesto un rol regulatorio a EFRINA-B1 en el desarrollo 

mamario (Davy et al., 2004; Kouros-Mehr et al., 2006). La localización de dicha 

proteína concuerda con lo descripto y refuerza los resultados que demuestran un 

aumento de los ductos maduros y por ende, de la expresión de EFRINA-B1 luego del 

tratamiento con Iso.   

Una observación interesante en el presente trabajo es la capacidad del Iso de 

modular la expresión de miembros de la familia de factores de crecimiento 

fibroblásticos, FGFR2, FGF2 y FGF10. Estos se encuentran involucrados en el desarrollo 

del branching mamario y si bien otros FGFs son expresados en la glándula, estos dos 

factores y el receptor son sumamente importantes en el desarrollo que ocurre 

durante la pubertad, regulando distintos aspectos de la ramificación ductal. En 

particular se ha asociado al FGF2 con la expansión epitelial y la elongación ductal, 

mientras que el FGF10 y su receptor el FGFR2 se han descriptos como inductores del 

branching mamario y responsables de la dirección del crecimiento de los ductos 

(Zhang et al., 2014). Aún resta por definir el mecanismo por el cual el β-RA provoca un 

aumento en la expresión de estos factores. En este sentido, en una línea celular de 

osteoblastos, el aumento de AMPc incrementa los transcriptos de FGF2, FGFR2 y 

FGFR1 e induce la translocación de las proteínas al núcleo (Hurley et al., 1999). Si bien 

el promotor del FGF2 no posee un sitio específico de unión al factor de transcripción 

CREB, contiene un sitio consenso conocido para el factor AP-1. CREB regula la 

expresión de numerosos genes que contienen a las secuencias denominadas 

elementos de respuesta a AMPc (CRE). La activación de CREB, mediante fosforilación, 

ha sido asociada a la activación de la vía del AMPc por el β-RA (Lonze et al., 2002). Por 

otro lado, AP-1 es un factor de transcripción que regula diversos procesos celulares 

incluyendo diferenciación, proliferación y apoptosis (Ameyar et al., 2003). 

Clásicamente, AP-1 se une a los elementos de respuesta a TPA (TRE). Sin embargo, ha 
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sido descripto en células de rata, que la producción de AMPc por PTH es capaz de 

inducir la unión de CREB a la secuencia consenso de AP-1 (TRE) (Rajakumar et al., 

1996). Por lo que, los efectos del Iso en la expresión de los FGFs podrían estar 

mediados también vía el sitio TRE.  

Otro punto a destacar es el efecto de la activación de los β-RA sobre la 

arquitectura del lumen. Este efecto mostró ser independientemente de la presencia 

del ER, sugiriendo la activación de otras vías no asociadas a este receptor hormonal. 

En particular, la expresión de los FGFs resultó ser independiente del ER, debido a que 

el tratamiento con FULV no fue capaz de revertir el efecto del Iso en la inducción de 

dichos factores. Particularmente, el aumento de la expresión de FGF2 y FGF10 

inducida por Iso se suprime en ratones OVX. Si bien ambos abordajes nos permiten 

estudiar la importancia de los estrógenos en los efectos estudiados, la ovariectomía 

conlleva un cambio hormonal sumamente importante, mientras que en los ratones 

tratados con FULV solo se inhibe la señalización inducida por el ER y su consiguiente 

respuesta. La diferencia en la expresión de estos dos FGFs entre los ratones tratados 

con FULV y OVX podría deberse a la pérdida de alguna otra señal necesaria para la 

inducción de estos factores. Por ende, podríamos suponer que la activación β-

adrenérgica ejerce su efecto sobre la morfología ductal, al menos en parte, a través de 

los miembros evaluados de la familia de FGFs.  

Nuestro trabajo es el primer estudio que demuestra que la estimulación β-

adrenérgica induce la expresión del ERα en células MCF-7 y MCF-10A. Se ha reportado 

que la línea MCF-10A en cultivo 2D expresa ERβ pero no ERα (Liu et al., 2004; 

Marchese et al., 2012). Interesantemente, las condiciones de cultivo 3D estimularon la 

expresión específica del ERα en células MCF-10A, efecto que no ha sido reportado 

previamente. En línea con esto, se ha descripto que la expresión génica en células 

epiteliales mamarias en cultivo 2D es significativamente diferente de aquellas que 

provienen de cultivos 3D (Yu et al., 2012). De hecho, la línea MCF-10A produce 

proteínas de la leche bajo ciertas condiciones de cultivo 3D (Inman et al., 2010). Por 

ende, la expresión de ERα en MCF-10A creciendo en cultivo 3D no es un fenómeno 

sorprendente.  
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 Por otro lado, el tratamiento in vivo con Iso indujo también la expresión del ERα 

en las glándulas mamarias. Esto tampoco había sido descripto anteriormente. Este 

resultado concuerda con lo observado en el trabajo realizado por Boyd, donde se 

demuestra que los ratones adultos que sufrieron una separación prolongada de sus 

madres durante el periodo neonatal, muestran un aumento del 200% en los niveles 

del ERα en comparación con los animales que no sufrieron dicho estrés (Boyd et al., 

2010).  

A fin de comprender cómo la estimulación de los β-RA afecta el desarrollo 

mamario, sería necesario determinar el mecanismo involucrado en el aumento de 

expresión de ERα tanto in vitro como in vivo. Algunos estudios demuestran que el 

AMPc es capaz de modular la expresión del ER. En el tracto reproductivo masculino, se 

describió que el ERα se regula positivamente por un GPCR acoplado a la vía de AMPc y 

PKA (Li et al., 2010). De hecho, se ha reportado un motivo CRE en el promotor de una 

variante del ER. Esta variante ha sido detectada en todos los tejidos humanos y 

murinos y predomina en las células MCF-7 (Kos et al., 2000; Kos et al., 2001). Por otro 

lado, la señalización β-adrenérgica podría estar modulando chaperonas encargadas de 

estabilizar al ERα, como proteínas heat-shock. Se sabe que éstas pueden ser 

fosforiladas por PKA (Edwards et al., 2012; Wang et al., 2012; Wang et al., 2009), lo 

que lleva a una mayor estabilidad de las mismas. Esto se traduciría en una disminución 

de la velocidad de degradación del ERα. Esto podría explicar el aumento observado en 

los niveles de este receptor. Por otro lado, la actividad de ER depende de su 

interacción cooperativa con co-reguladores, formando un complejo de proteínas que 

permiten modular la actividad de genes blanco. Dichos co-reguladores juegan un 

papel crucial en el desarrollo de la glándula mamaria y su desregulación se encuentra 

asociada al desarrollo tumoral (Manavathi et al., 2013). El efecto del Iso en la mama 

podría estar en parte mediado por algunos co-activadores del ER. De hecho, algunos 

de ellos se encuentran modulados por AMPc (Fenne et al., 2008).  

 Un hallazgo sumamente interesante de nuestro estudio es que el efecto 

diferenciante del β-RA sobre la glándula mamaria normal puede ser trasladado a 

modelos tumorales. Además de los efectos diferenciantes en células tumorales 
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creciendo en cultivo 3D, el Iso causó la inhibición del crecimiento de dos tumores 

mamarios murinos. Esto concuerda con lo obtenido por otros autores (Campbell et al., 

2012; Carie et al., 2007; Perez et al., 2012). Carie et al. demuestran que la activación 

β-adrenérgica induce apoptosis y regresión tumoral mediante la inhibición de las vías 

Raf-1/Mek-1/Erk1/2 de manera dependiente de PKA. En tal sentido, trabajos de 

nuestro laboratorio también asocian la activación β-adrenérgica con la inhibición del 

crecimiento de tumores murinos y de líneas tumorales humanas mediante la 

inhibición de ERK de manera PKA dependiente, y con una disminución del número y el 

tamaño de metástasis experimentales (Rivero et al., 2017).  

 En el tumor C4-2-HI la disminución del tamaño tumoral puede ser parcialmente 

explicada por la pronunciada diferenciación inducida por el Iso. En línea con esto, el 

Iso indujo un aumento en la expresión nuclear del factor de transcripción GATA3, que 

se encuentra ampliamente asociado al desarrollo mamario, y el cual se pierde 

progresivamente durante la progresión tumoral (Chou et al., 2010). En el tumor C7-2-

HI no se observaron diferencias en cuanto a la diferenciación, probablemente debido 

a las características histológicas del tumor. El C7-2-HI es un tumor más diferenciado, y 

el efecto del Iso podría no ser apreciable.  

 Si bien los estrógenos son los reguladores clave del desarrollo mamario, 

nuestro trabajo revela que las catecolaminas circulantes o liberadas durante el estrés 

podrían también encontrarse involucradas en este proceso. Debido a que la glándula 

mamaria se encuentra inervada por el sistema nervioso simpático, que se observan 

cambios en el tono simpático-adrenal durante la lactancia (Mena et al., 1995) y los 

resultados aquí obtenidos, podríamos sugerir un rol fisiológico del β2-RA en el 

desarrollo mamario. Sternlicht et. al en una revisión realizada en el año 2006 

sugirieron que un GPCR podría influenciar el mecanismo de branching mamario 

gobernado por el ERα (Sternlicht et al., 2006). Así, es posible entonces que la 

señalización β-adrenérgica durante importantes periodos del desarrollo puedan 

causar cambios permanentes en la glándula mamaria con implicancias futuras en el 

desarrollo tumoral. Descifrar los mecanismos mediante los cuales los β-RA intervienen 
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como mediadores del estrés en el desarrollo de la glándula mamaria podría tener 

relevantes implicaciones clínicas en la investigación en cáncer de mama. 
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