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Resumen

Resistencia constitutiva y adquirida al tratamiento

hormonal de carcinomas mamarios murinos.

Los mecanismos por los cuales los estndgey los progestagenos, a través de
sus respectivos receptores (RE y RP), ppdit en el desarrollo y crecimiento del
cancer de mama es un tema de gran interégigasu deteccion sdiliza como factor
prondstico y orienta la terapéd hacia una de tipo hormonal.

En nuestro laboratorio se ha desHado un modelo experimental de
adenocarcinomas mamarios murinos indosigor acetato de medroxiprogesterona
(MPA) en ratones hembras virgenes decépa BALB/c. Se establecieron lineas
tumorales hormono-dependientes (HD) yrhono-independientes (HI) que expresan
RE, alfa (Rk) y beta (RB), y las dos isoformas del RP (RPA y RPB). Los tumores HI
se clasifican en respondedores (daBs) y resistentesa la terapia con
antiprogestagenos. Hemos generado a speepresion selectiva variantes tumorales
con resistencia adquirida a los mismos.

Utilizando tres familias tumorales de este modelo, demostramos que los tumores
sensibles expresan mayor nivel de RPA quBREB, mientras que lo opuesto se observa
en los resistentes. Esta diferencia sarigposible marcador para discriminar un tumor
sensible de uno resistente. Pudimos deteamque la resistencia adquirida puede
revertir ya sea por tratamiento hormonal,por cultivo y en todos los casos esta
reversion se ve acompafiadaaeeexpresion de RPA.

Demostramos que el silenciamiento B®A en los tumores con resistencia
adquirida se debe a metilacion del promotoP&A y que el tratamiento con el agente
desmetilante 5azadC desensibiliza los tumores al antiprogestageno.

No hemos podido hasta el mento dilucidar cual es el mecanismo que silencia
la expresion de RPA en los tumoresncresistencia adquirida, sin embargo la
plasticidad que observamos en la expresioresta isoforma nos hace pensar que se

trataria de algun otro mecanismo epigenético.
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Resumen

La fuerte correlacion que hemos obsevaa lo largo deeste trabajo de
investigacion entre la expresion de RPAlay sensibilidad a los antiprogestagenos
sugieren que la terapia con antiprogestégedeberia ser considerada como posible
tratamiento para tumores de mama con alta expresion de RPA.

Palabras clave resistencia hormonal adquirida, AKT, antiprogestdgenos, cancer de

mama, resistencia hormonal constitutiva, KERnhetastasis, isoformas del receptor de

progesterona, metilaciomhibidores de las Dnmts.
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Resumen

Constitutive and Acquired hormone resistance in

murine breast carcinomas.

The mechanisms by which estrogens prabestins activate estrogen (ER) and
progesterone receptors (PR) respectively alteagnain and controvsial area in breast
cancer research. The detection of these teceps used as prognostic factor and
patients with high levels of ER and PR wa# treated with a hormone therapy aimed to
block estrogen synthesis or to inhibit ER activation. There is however compelling
evidence that points out thBR is also involved in théevelopment and progression of
breast carcinomas.

In our Laboratory we have developath experimental model of mammary
carcinomas induced by the continuous administration of medroggpterone acetate
(MPA) into BALB/c female mice. MPA-depelent tumors (HD) are maintained by
syngeneic transplantations in MPA-treateite. Spontaneously, tumors which are able
to grow without exogenous hormone supphay arise, and thesare referred to as
hormone independent tumors (HI). Bdthmor types express ER alpha (BRnd beta
(ERB), and both isoforms of PR (PRA arRB). HI tumors are classified as
antiprogestin responsive or antiprogestimesistant tumors.We have already
demonstrated that PR play a key role miagatumor growth in both tumor types since
antisense oligonucleotides BR and different antiprogessimhibit their growth.

In this study we analyzed 3 responsive, 3 acquired resistant and 2 constitutive
resistant tumors from three different tunfamilies from the MPA breast cancer model.
We demonstrated that the difference betwéwse responsive and resistant tumors
relies in the PRA/PRB t®, being PRA higher than PRB in responsive tumors.

Interestingly the acquired resistant phepet was possible to be reverted and
this reversion was significantly associateith an increase in PRA expression.

We demonstrated that only in the constitutive-resistant tumors, PRA expression
was silenced by DNA methylation. This prpted us to investigate whether the
treatment of constitutive resistant tumornghvwa demethylating agent could restore PRA



Resumen

expression and antiprogestins responsigen&Ve found that &za- 2"-deoxycytidine
treatment induced PRA expression and-#6 responsiveness in vitro and in vivo
experiments. Furthermore, high levets DNA methyltransferase (Dnmts) were
detected in these tumors. In conclusion, oesults suggest that methyltransferase
inhibitors in combination with antiprog@ss may be effective in the treatment of
constitutive-resistant carcinomas wathigh DNA methyltransferase level.

The correlation between PRRexpression and antipgestins responsiveness
supports the hypothesis that andigestin should be usddr the treatment of breast
cancer patients showiriagh expression of PRA.

Keywords: Acquired hormone resistance; AKT, Antiprogestins; Breast cancer; De

novo hormone-resistance; ERK; Metastagtspgesterone receptor isoforms; Tumor
regression; DNA-methylation; Dnmt inhibitors.
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CAF
Fibroblast9
CYP2D6
DAPI
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DPN
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E2
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GR
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HRT
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Micro-ARN
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MSP
ON
OVX
PD
PD/HD
PD/HI
Pg
PI3K
PKB/AKt
PKC
PMSF
PPT

PRE
PRM
RP
RPA
RPA
REa
REB
RU-486
SC
SERD
SERM
SFB
SFBch
SN
SR
Src
TAM
TAME
TLCK
TPCK

PCR especifica para metilacion

Overnigth

Ovariectomia

PD 98059, inhibidor de la via MEK1/MAPK
Progestageno demente/Hormono-dependiente
Progestageno indemiente/Hormono-independiente
Progesterona

Fosfatidilinositol 3-quinasa

Proteina quinasa B

Proteina quinasa C

Phenylmethylsulphonyl fluoride

4,4’ .4”-(4-propyl-(1H)-pyrazole-1,3,5-triyl)trisphenol (agonista
selectivo del RE)

Elemento respondedor a progestagenos
Moduladores del RP

Receptode progesterona

Isoforma A del RP

Isoforma B del RP

Receptor de estrégenalpha

Receptor de estrégenosta

RU 38486 o mifepristona

Subcutaneo

Disruptor selectivo del REefective estrogen receptor disrupter
Modulador selectivo de receptores estrogénicos
Suero fetal bovino

Suero fetal bovino depletado de hormonas
Sobrenadante

Receptores para hormonas esterogtesofd hormone receptors
Tirosina-quinasa Src
Tamoxifeno

N.-p-Tosyl-L-arginine methyl ester hydrochloride
N,-Tosyl-L-lysine chlorometth ketone hydrochloride

N-p-Tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone
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Wt
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ZPCK
PI3
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PKA
RA
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RM
PM
ERE
RPKO
RPAKO
RPBKO
RTK
SERMs
SERDs
TF
TSA
VEGF

Estudio aleatorio de la Iniciativa para la Salud de la Mdjbe (

Women'’s Health Initiative Randomized Tyial
wild type

ZK 98299 u onapristona
N-Carbobenzyloxy-L-phenykatyl chloromethyl ketone
Fosfatidilinositol-3

Fosfolipasa C

Proteina quinasa A

Receptores de andrégenos

Receptores de glucocorticoides
Receptores de meralocorticoides

Peso molecular

Secuencias de respuesta a E2
Knockoutpara RP
Knockoutpara RPA
Knockoutpara RPA

Receptores tirosina-quinasa

Moduladores selectivos del RE

Regulador negativo selectivo del RE
Factores de transcripcion
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Introduccién

|- CANCER DE MAMA: GENERALIDADES

El cadncer de mama es una de las principales causas de muerte (superado por el
cancer de pulmén) en mujeres de los parshsstrializados (Parki2004; Parkin 2006).
En nuestro pais encabeza la lista deremdades oncoldgicas femeninas, padeciendo
de cancer de mama una de cada nueve mugzeaslcula entr25.000 y 18.000 nuevos
casos de cancer de mama por afio en ¢getma. Una de cada ocho mujeres se vera
afectada por este tipo de neoplasia (Furisapiara la Investigacion y Prevencion del
Céancer (FUCA)http://www.fuca.org.ar/cancer_mama.htm)

En la actualidad, pese a que el porcentaje de mujeres que padece esta
enfermedad sigue siendo alto, vale destage la deteccion es mas temprana y las
posibilidades de curacidn son mayores. Asociacion Americana del Cancer lleva
adelante registros estadisticos para losdestdnidos. En la Tabla 1-1, se detalla el
porcentaje estimado de nuevos casos y dertesi por cancer en afio 2009 para este

pais para hombres y mujeres discriminando el tipo cancer.

Estimated New Cases* Estimated Deaths
Male Female Male Female
Prostate Lung & bronchus Lung & bronchus
192,280 (25%) 192,370 (27%) 88,900 (30%) 49026
Lung & bronchus LUmmo-&-bre 5 Prostate Breast
116,090 (15%) 103,350 (14%) 27,360 (9%) 40,170 (15%)
Colon & rectum Colon & rectum Colon & rectum ol &TeTtum
75,590 (10%) 71,380 (10%) 25,240 (9%) 24,680 (9%)
Urinary bladder Uterine corpus Pancreas Pancreas
52,810 (7%) 42,160 (6%) 18,030 (6%) 17,210 (6%)
Melanoma of the skin Non-Hodgkin lymphoma Leukemia QOvary
39,080 (5%) 29,990 (4%) 12,580 (4%) 14,600 (5%)
Non-Hodgkin lymphoma Melanoma of the skin Liver & intrahepatic bile duct Non-Hodgkin lymphoma
35,990 (5%) 29,640 (4%) 12,080 (4%) 9,670 (4%)
Kidney & renal pelvis Thyroid Esophagus Leukemia
35,430 (5%) 27,200 (4%) 11,490 (4%) 9,280 (3%)
Leukemia Kidney & renal pelvis Urinary bladder Uterine corpus
25,630 (39%) 22,330 (3%) 10,180 (3%) 7,780 (3%)
Oral cavity & pharynx Qvary Non-Hodgkin lymphoma Liver & intrahepatic bile duct
25,240 (3%) 21,550 (3%) 9,830 (3%) 6,070 (2%)
Pancreas Pancreas Kidney & renal pelvis Brain & other nervous system
21,050 (3%) 21,420 (3%) 8,160 (3%) 5,590 (2%)
All sites All sites All sites All sites
766,130 (100%) 713,220 (100%) 292,540 (100%) 269,800 (100%)

*Excludes basal and squamous cell skin cancers and in situ carcinoma except urinary bladder.

©2009, American Cancer Society, Inc., Surveillance and Health Policy Research

Tabla 1-1.Muertes y nuevos casos de cancer &EUU para hombres y mujeres estimados
en el afio 2009DatosAmerican Cancer Society.

La incidencia de cancer de mamamaunta con la edad (Bernstein 2002) y
existen varios factores de riesgo relaaos a hormonas que se asocian a una mayor


http://www.fuca.org.ar/cancer_mama.htm)

Introduccién

incidencia del cancer de mama humgRusso & Russo 2006). Los factores mas
destacados son:

a. Predisposicion genética (naiones de los genes BRCA).

b. Menarca temprana.

c. Menopausia tardia.

d. Primer embarazo tardio.

e. Ausencia de amamantamiento postparto o periodos de amamantamiento

cortos.

—h

Nuliparidad y/o fallas en la ovulacién.

Obesidad en mujeres postmenopausicas.

= Q@

Dietas ricas en gsas y proteinas.

Tratamientos prolongados con dosisrnfacolégicas de estrogenos y

progestagenos.

Con respecto a la edad de menaraaenopausia, se observé que cuanto mas
temprana es la edad de menarca, mas alto es el riesgo de cancer de mama. El efecto
protector de una menopausia tempraasi como también una menarca tardia
demuestran que la expogin durante los ciclomenstruales normales al ftéstradiol
(E2) ylo progesterona (Pg), aumentan redsgo de contraer cancer de mama.
Probablemente debido a que las hama® ovaricas estimularian directa o
indirectamente la proliferacion celular dees células mamarias. La nuliparidad, un
primer embarazo tardio ¢ tratamientpsolongados con dosis farmacologicas de
estrogenos implican una exposicion proladg a picos de E2 durante el ciclo
menstrual, el cual aumentaria el riesgacdetraer la enfermedad. El amamantamiento
tiene un efecto protector sobre la mamaquee induce la diferenciacién del tejido
mamario (Russet al. 2005). La obesidad y el consurde dietas ricas en grasas y
proteinas aumentan el riesgo de contraegniizrmedad ya questaria asociado a los
altos niveles de estrogenos circulantes &afas a partir de la aromatizacién de la
androstenediona en el tejidaopakso (Franks & Teich 1997; Cotran al. 1999).
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Céncer de mama y hormonas

A pesar de gue la mayoria de lasdencias apuntan a los estrdgenos como
principales factores hormades involucrados en céncer deama, se ha sugerido
altimamente que la Pg puede tener importancia en el proceso de transformacion de la

glandula mamaria. Las siguientes observac@starian relacionaslaon dicho riesgo:

a. La mayor parte de los factores mencdosanteriormente, relacionados con un
aumento en la exposicion a estrégermosno menarca temprana, y menopausia
tardia, también estan relacionados aumentos en niveles de Pg.

b. Los anticonceptivos orales combinados de estrogenos y Pg en mujeres jovenes
estan asociados con un incremento en la incidencia de tumores (Thomas 1993).

c. Es controvertido el efecto de laoculacion de anticonceptivos de accion
prolongada, por ejemplo el acetal® medroxiprogesterona (MPAgpotcomo
factor de riesgo (Selmaat al. 1995).

d. Existe un aumento de riesgo de cont@@rcer de mama con la terapia conjunta

de progestagenos y estrogenosagpostmenopausia (Thomas 1991).

Durante afios se postulé que los efeqicdiferativos de los estrogenos y
diferenciadores de la Pg en el Utesoan extrapolables a la glandula mamaria
(Aupperleeet al. 2005a). En los ultimos afios han surgido sin embargo, numerosas
evidencias epidemiolégicas que se hamado a las experimentales que apuntan a un
papel protagonico de los progesags en cancer de mama (Hofsettlal. 1999; Greiser
et al. 2005; Rossouwet al.2002).

Fueron principalmente dos estudiosThé Women’s Health Initiative
Randomized Tridl(WHI) y “The Million Women Studlyos que pusieron en jaque los
postulados que se venian manejando. Ef@P&02, y luego de cinco afos de estudio,
el WHI suspendio un ensayo clinico quelinia a 16608 mujeres postmenopausicas. En
este ensayo se compararon los efectos degarapia combinada destrogenos con el
progestageno sintético MP¥ersusuna terapia placebo. Lazon de la suspensién fue
el aumento en la incidencia de cancemtEma en un periodo menor de 5 afios en el
grupo tratado con la combinacion. Se obsenv@umento significativo en el porcentaje
de mujeres con mamografias anormalessytlmores se detectar en un estadio mas
avanzado que en las mujeres tratadas con el placebo (ChleleoasRI003).
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Los autores delThe Million Women Studlyestudiaron entre 1996 y 2001, a
1.084.110 mujeres de Gran Bretafia entre 6@ftos de edad obteniendo informacion
acerca del uso de la terapia de reemplamononal (HRT) y otros detalles personales,
llevandose adelante un seguimiento deineidencia de cancer y mortalidad. Los
resultados de este trabajo confirmaron queselactual y reciente de la HRT aumenta el
riesgo de cancer de mama. Este, aumenta&sleon el tiempo de agle la terapia, y
es mayor en aquellas personas que fuesdadas con HRT combinada de estrogenos y

progestagenos (Beral 2003).

Marcadores predictivos en cancer de mama

Se pueden definir como factores présas aquellos capaces de pronosticar la
sensibilidad o resistencia a un tratamienfzeeffico (Duffy 2005). Los marcadores mas
ampliamente utilizados son el estudio ldepresencia del receptor de estrogeaides
(REa) y del receptor de progetera (RP), asociados con ureneficio de la terapia
enddcrina adyuvante (Early Breast Cancéalibts' Collaborative Group 1998). Mas del
60% de los canceres de mama invasivgsresan RE, pero sélo el 50-60% de las
mujeres con tumores positivos para el REpoaden a la terapia enddcrina (McGuire
1975; Jordan & Brodie 2007). Posteriormest demostré que el 70-80% de los
tumores que expresaban ambos receptor&E ¢l RP, luego de ser tratados con terapia
hormonal presentaban un periodo libre efdermedad mayor (McGuire 1980). La
expresion de ambos receptores es indicativa de wnfiRi€ional y, en consecuencia, de
una respuesta favorable al tratamiento. G#a$ maneras, en la gran mayoria de los
canceres de mama, el tratamiento hormalegh de ser efectivo luego de un cierto
tiempo; la enfermedad recurre y se diseam{Tonetti & Jordan 1997). Otro marcador
utilizado en la actualidad es HER-2/neu EbB2), miembro de la superfamilia de
receptores tirosina-quinasa pero que, a diferencia de HER-1 (también denominado
receptor del factor de crecimiento epidésono EGFR), HER-3 y HER-4, no se conoce
aun su ligando. HER-2 puede heterodimerizan otros receptores de la familia
iniciando una via intracelular por medio pi®teinas quinasas activadas por mitdgenos
(MAPK), fosfatidilinositol-3 (F3) o fosfolipasa C (PLC). Elineas celulares de cancer
de mama y modelos tumorales, la sobreesipn del gen HER-2 ha sido asociada con

aumento de la mitosis, transformacion maligna, aumento de la motilidad celular,
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invasion y metastasis (Olayioy al. 2000). Entre el 20% y el 30% de los tumores de
mama presentan sobreexpresion de HERevento que se correlaciona con un

prondstico pobre y disminucidte la supervivencia (Demongy al.2007).

II. RECEPTORES HORMONALES

Los receptores para hormonas esteroides @&pid hormone receptors
pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares de clase I. Son factores de
transcripcion entre los que se encuentran lost REREbeta (REB), los RP, los
receptores de andrdégenos (RA), los receptbeegiucocorticoides (B) y los receptores
de mineralocorticoides (RM). Mientras quentte de la clase Il de receptores nucleares
encontramos los receptores para acido retinoico (R, los receptores X de
retinoides (RXR/B/y), el receptor de la vitamina D (VDR), los receptores activados por
proliferadores peroxisomales (PP&R/S), y los receptores de la hormona tiroidea
(TRa/B). Todos estos receptores nucleares rif@ss son factores de transcripcion
inducibles, que se hacentigos en presencia de $igando especifico (Ellmanet al.
2009).

Receptores de estrogenos

Los estrégenos ejercen su accion por meldi la union a los RE. Existen dos
genes conocidos que codificarrgp#os receptores destrogenos clasicos, el gen para el
REa y el gen para el RE El primero en descubrirse y sobre el que mas informacion se
tiene es el R&. El REx tiene un peso molecular (PM) de 67 kDa (Stirenhal. 2003).
Mientras que el RE tiene un PM de 56 kDa en dmes, y de 59 kDa en humanos
(Figura 1-2).

Ambos receptores unen B2|uego de la unidén cola hormona, pueden formar
homo o heterodimeros (Pageal. 1997), interactian con taaquinaria de transcripcion
basal y con numerosos coactivadores. Sei@s@on secuencias consenso de respuesta
a estrogenos, ERE (Tyulmenkov & Klinge 2000; Roegteal. 2006; Bourdeawt al.
2004), en promotores de genes blanmgulando su expresion. Ademas, pueden
interactuar con otros factores tfanscripcion como Spl (Portet al. 1997), AP-1
(Webbet al. 1995), Stat5b (Bjornstrorat al. 2001) o CRE, y regular la expresion de
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genes particulares de unameea tejido especifica (Lazennetal.2001). El Rk y el
REB, poseen una capacidad transcripcional diferente, siendofehf®Bos potente en
su actividad que el RE e incluso inhibiendo la actividad del ®En diferentes
contextos (Hall & McDonnell 1999; Kper & Gustafsson 1997; Montamb al. 1998).

En muchos tejidos de ratén, ambexeptores son coexpresados, como por
ejemplo: en el ovario, Gtero, pulmon, glaraluhamaria, tejido neural y en tejidos
reproductivos del macho. Sin embargo, existéereincias en su exgsion en el ovario,
donde la expresion del REes mas abundante que la deloRF en glandula mamaria
normal, donde ocurre lo contrario (Cowteal. 1997; Hewitt & Korach 2003).

El REa es el RE mas vinculado con el desHo de la glandula mamaria y la
proliferacion de las células normales y nésplas de mama. Ademas esta fuertemente
asociado a la posible respuesta a tamoxi{@#dv), de manera que la mayor parte de

los estudios se centran en eldRBas que en el RE(Brinkman & el Ashry 2009).

AF-1 AF-2

-C  hREa (67 kDa)

Union de corepresores ~ memeemmooon

1

N- -c hREB (59 kDa)

Figura 1-2. Esquema del Rl y el RE} de humanos.Se transcriben a partir de dos genes
diferentes. El RE es mas corto en su extremo N-terminal que eb.REe muestra la
organizacién de los dominios de las isoforrdat RE humano. DBD: dominio de union al
ADN; HBD: dominio de unién a la hormona; Dirdominio de dimerizacion; AF-1y -2 son
los dominios de activacién trangmional.

Se sabe que el REposee en su secuencia promotpen el primer exon 5 islas
CpG, cuya metilacion correlaciona con el miiamiento de este receptor. En tumores

mamarios humanos RE, solo un 25% de b casos se observd el &Betilado,
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mientras que este evento si se detecta erajeria de las lineas celulares (Brinkman &
el Ashry 2009; Mirzeet al.2007).

Receptores de progesterona

Los RP han sido implicados en unapdien variedad de procesos bioldgicos
incluyendo el desarrollde la glandula mamaria, la regaidn de la progresion del ciclo
celular, el procesamiento de proteinagnetabolismo y la induccion de otros eventos
de sefializacion (Li & O'Malley 2003; Parka®04). Existen dos isoformas del RP, RPA
y RPB, que derivan de promotores mitdivos (promotor distal: promotodRPB
promotor proximal: promotoRPA de un mismo gen localizado en el cromosoma 11
g22-923 humano (Kastnet al. 1990; Rousseau-Meraek al. 1987), y en el cromosoma
9 de ratdn (Schotet al. 1991). Originalmente clonado eglulas de cancer de mama
humano, el RPB contiene 933 iamacidos y un PM de 11Da, mientras que el RPA
carece de los 164 aminoacidagiales teniendo un PM d@4 kDa. Se observé que el
RPB se origina desde el codén de inicio de la traduccién AUG1, mientras que el RPA,
lo hace a partir del codon AUG2 (Kastregral. 1990). En roedores, el PM del RPB y
RPA es 115 y 83 kDa respectivamente (Schnatlal. 1991; Figura 1-3).

Esta ampliamente aceptado que el RP es un gen regulado por E2 (ldoadlitz
1978; Horwitz & McGure 1979; Kastneet al. 1990; Kuritaet al. 2000; Nardulliet al.
1988). Se han encontrado secuencias ERE@nnes proximales del promotor del RP
humano (Kastneet al. 1990), pero dicha secuencia noccempleta, sino un medio sitio
ERE (alf ERE) en el promotor del RPA (Petz & Nardulli 2000). EloREnido a su
ligando, seria capaz de regular la expresidrRéepor asociacion con otros factores de
transcripcion, tales como Spl y ARed el promotor del RP (Pett al.2004; Petzt al.
2002; Petz & Nardulli 2000; Schultet al. 2003). Recientemente se describieron
secuencias distales al promotdel RP que serian capadds regular la expresion de
dicho gen por interaccion con el RRctivado en secuencias ERE (Boney-Monteya
al. 2010). De manera tal que fagulacion de la expresion del RP por secuencias
proximales y distales a su promotor, evidencia la extremada complejidad en dicha
regulacion. Por otro lado, $&n encontrado secuencias EEel promotor del RP de
rata (Krauset al. 1994), mientras que en raton se f@ncontrado secuencias putativas
para el pegado del RE, muy similares aséuencia ERE consenso, ubicadas en el
promotor del RPA (Hagiharet al. 1994).
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Se ha descripto la pres#a de islas CpG tanto en mlomotor de RPA como de
RPB en humanos, de manera que ambas isoformas pueden ser reguladas por metilacion
de estas islas (Vasilates al.2009).

Enratonesknockoutpara el RP (RPKO) se ha demostrado que es el RPB el que
media los efectos proliferativos de Py sobre la glandula mamaria (Conneetyal.
2001). Si bien los ratones RPAKO presemtaseveras anormalidades en la funcién
ovarica y uterina llevando a infertilidad d@s hembras, estosmtones no tuvieron
afectada la accién de la Pg sobre la glénduhmaria o sobre el timo de estos ratones,
no se vio afectada (Mulac-Jericeetal.2000). Se desarroll6 también el raton RPBKO,
sobre el cual se demostré que la supresin la expresiéon d&PB no afecta la accion
de la Pg sobre el utero, el ovario y dinpero resulta en una reducida morfogénesis
ductal y alveologénesis de la matha&ante la prefiez (Mulac-Jericewdtal. 2003). De
esta manera, el RPA es necesario y csuiie para desarrollar las respuestas
reproductivas mediadas por Pg para la fedadidle la hembra, mientras que el RPB es
necesario para las respuegtediferativas y diferenciadorage la Pg sobre la glandula
mamaria (Conneelet al. 2003). Es evidente que lassdsoformas tienen distintas
funcionesin vivo (Hopp et al. 2004; Leo & Lin 2008k in vitro (Sartoriuset al. 1994;
Sartoriuset al.2003).

En la glandula mamaria normal y enigéro de raton laelacion RPA/RPB es
3/1 (Schneideet al. 1991), mientras que en tdandula mamaria humar&artorius y
col. informaron que ambas isoformas se emttan en concentraciones equimolares
(Sartoriuset al.1994).

Los RP, sufren considerables modificam@s post traduccionales que tienen que
ver con fosforilacion, acetilacion, mwilacion, y ubiquitinacién (Dressingt al. 2009;
Hagan et al. 2009). La fosforilacion del RP, edta su funcidn y activacion
transcripcional sobre genes blanco, su Iaaalén subcelular, su estabilidad y vida
media, y su capacidad de intetiaar con otraproteinas (Clemnet al. 2000; Hagaret
al. 2009; Dressingt al.2009).
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AF-3 AF-1 AF-2
DBD HBD
ERID-| ERID-II Dim
1 164 566 644 680 933
L
RPB RPA

Figura 1-3. Esquema de las diferentes isoformas del RPrganizacién de los dominios de
las isoformas clasicas del RP humano (RPA, RPB). DBD: dominio de unién al ADN; HBD:
dominio de unién a la hormona; Dim: donuinde dimerizacién; Bus: dominio de 164
aminoacidos especificos de la isoforma B; AF-1, -2 y -3 son los dominios de activacién

transcripcional; ERID-1 y ERID-II, dominios de interaccién con eblREdaptado de (Corkt
al. 2008: Kastne et al. 1990: We et al. 1996: Ballari et al. 2003".

En general, el RPB es un activadaaingcripcional mas &rte que el RPA,
mientras que este Ultimo, puede funcionar como un represor ligando-dependiente de
otros receptores de hormonas esteroidetyyendo RPB, RE, RA, RG y RM, de una
manera ceélula-contexto del promotor-éegiente (Boonyaratanakornkit & Edwards
2007; Vegeteet al. 1993). La accion inhibitoria del RPse deberia a su incapacidad de
reclutar coactivadores de la teanipcion, comparado con la del RRBEangrandeet al.

2000). Sin embargo, los estudios en ratokesckoutspara una u otra isoforma,
descriptos previamente, sugieren que ammbosptores funcionan de una manera tejido-
dependiente como activadores transcripciandi® células de céar de mama humano
que expresan solo la isoforma B (T47D-Y®¥0lo la A (T47D-YA) del RP (Sartorius
et al. 1994), la gran mayoria des genes regulados por el R® hacen via la isoforma

B (~65% de los genes) del receptor en presencia de ligando. Mientras que sélo un 4%
de los genes resultaron regulados porstdorma A, aproximadamente un 25% se
encontraron regulados por ambas isoformas (Riehat. 2002). Ademas, se demostrd
que los progestagenos sintéticos tieneralbm grado de similitud con la Pg, en sus
respuestas transcripcionales (alremede un 77-91% de semejanza; Bedyal. 2005).
Aun en ausencia de ligando, el RP puesd# activo transcripcionalmente, y en
oposicion a los resultados obtenidos en gmem del progestagene] RPA seria la

isoforma mas activa (Jacobsetral.2002).
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Ademas de las diferencias en la fumzlidad de RPA y RPBse ha propuesto
gue el balance RPA/RPB poddafinir la respuesta adaerapias hormonales (Hopp
al. 2004; Sartoriuset al. 2003). El grupo de S. Fuqua ha demostrado que aquellos
tumores con altos niveles de expresiorR€RA son aquellos que responden menos a la
terapia con TAM (Hopt al.2004).

Mecanismos no gendmicos

Clasicamente, se considera a los SR cémetores de transpcion nucleares,
que cuando se activan por unién con sus ligarepecificos, regulan la expresion de
diferentes genes blanco. Los SR activados pueden actuar como dimeros sobre
secuencias especificas de respuesta mdmas en promotores en el ADN [en forma
general se las conoce como HREBEsr(none-responsive eleméeit® pueden actuar por
interaccién con otros factores de transddpc En ambos casos, el resultado es el
reclutamiento de coreguladores de la saaipcion, complejos remodeladores de la
cromatina, y la maquinaria deanscripcién basal (Beaad al. 1995; Onatest al. 1995).

Por otro lado, se ha visto como los SRgaremodular también la activacion de vias de
sefalizacion citoplasméaticas, como por ejeniglactivacion de la aahilato ciclasa, de

las MAPKs, de la PI3K, y dé& tirosina-quinasa Src, entre otras, sin necesitar de la
actividad transcripcional &sica (Baulieu 1978; Pietras Szego 1977). Incluso, por
activacion de estas vias, y sin ir al nucles,3&® son capaces de regular la expresion de
genes particulares. A estos efectos no depetediele la accion nuclear de los SR, se lo
denomina mecanismos no genémicos (Edwards 2005).

Los SR localizados en la membrana plasméatica o en el citoplasma, pueden
asociarse de forma momentanea con otradéculas de sefializacion incluyendo
receptores acoplados a proteaia (GPCR), a la tirosina-quasa citosélica Src (c-Src,
Fyn), proteinas con dominios SH2 (SkEataining domain Shc), o proteinas
adaptadoras (Shpl30Cas, MNAR, Grb2, Crk, p85),proteinas asociadas a membrana
(Caveolina 1), produendo la activacion de vias deeializacion como MAPKs o
PI3K/Akt. La consecuenciadibgica de la activacion detas cascadas de sefializacion,
generadas por las hormonas esteroides, fegemtiar la transcpcion génica. Se han
propuesto al menos tres mecanismos pararide@seste proceso: 1) un mecanismo de

retroalimentacion positiva donde la activid&@nscripcional de los SR o de los
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coreguladores es aumentada por fosforilacion, 2) vias de sefalizacion que convergen y
activan a genes blanco requiriendo que ofassores de transqtion (TF) cooperen

con los SR mediante la union de paiores HREs, y 3) activacion de TF
independientes de la union directa de3ésal ADN (Boonyaratanakornkit & Edwards

2007). Estos mecanismos se muestran en la Figura 1-4.

“No-genomico”

“Nuclear” -

v Vv
Esteroide

Respuesta
celular

Figura 1-4. Vias de sefializacion clasicas y ngendmicas activadas por hormonas
esteroides. SR: receptores de hormonas esteroides, TF: factores de transcripcion, mSR:
receptores no clasicos de esteroides en merapHRE: elementos de respuesta a hormonas
esteroidesAdaptado de Boonyaratanakornkit y Edward 2007.
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[ll. ESTROMA TUMORAL

El estroma tumoral, también denominado microambiente tumoral, es un tejido
heterogéneo que se componedikerentes poblaciones cddres, como por ejemplo:
fibroblastos, miofibroblastoscélulas endoteliales, adipocitos, células del sistema
inmune, todas inmersas en la matriz @s#lular (Micke & Ostman 2005; Radisky &
Radisky 2007).

Los miofibroblastos sonel principal componentedel tejido conectivo,
embebidos dentro de la matriz extracelujaisiendo los mayores responsables de su
sintesis, acomparian el crecint@etumoral. Se han denominadarcinoma associated
fibroblasts,(CAF; Orimo et al. 2005; Orimo & Weinberg 2006), y estan involucrados
en la secrecion de metaloproteasastdres de crecimiento (como IGF-msulin-like
growth factor 1 HGF, hepatocyte growth factoFGF-2 fibroblast growth factor Py
citoquinas (como SDF-1stromal derived factor 1jL-6, interleukin 6; CXCL-14,
chemokine C-X-C ligand 14;yue actdan promoviendo el crecimiento tumoral y la
invasion (Studebakest al.2008; Maet al. 2009; Giulianelliet al.2008a). Ademas, son
responsables de estimular la angiogénesis tuplitr@rando factoresomo el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGFalluri & Zeisberg 2006). La mayor parte
de ellos expresa actina de musculo lismbign se los ha denominado fibroblastos
activados.

El microambiente tumoral puede a su weadificar la respuesta del tumor a los

agentes antitumorales al controlacedcimiento y la homeostasis celular.

IV. TRATAMIENTOS Y RESISTENCIA.

Tratamientos

Luego del diagnéstico, el tratamiergcseguir en cancer de mama depende del
estadio de la enfermedad, y de factore®lpgicos como la expresion de receptores
hormonales y el grado tumoral (Mouldsral. 2008). La primera decision es la cirugia,

y la evaluacién del ganglio centinela. Para reducir el riesgo de recurrencia de la
enfermedad, los pacientes pueden recibir terapia de rayos, quimioterapia u
hormonoterapia. Para aquellos pacientes presentan cancer de mama avanzado y
metastasis, la terapia se considera satéen@aliativa,realizandose principalmente

13
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tratamientos con agentes quimioterapéuti€mslos casos en que se haya desarrollado
metastasis 0sea, se utilizan también lefokfonatos (Colema2005). Otra posibilidad

es la administracion de una terapia adydeaenddcrina o bidbica, que puede ser
administrada como neoadyuvante (antes aérl@gia) o adyuvantgst-cirugia). Se ha
demostrado que la terapia adyuvante puede nedligesgo de rectencia entre un 30-
50% (Early Breast Cancer Tligts' Collaborative Group 2005).

La terapia biolégica es adleeque se dirige al contrale sefiales intracelulares
transmitidas por los receptores tirosina-quinasa (RTK) que influyen en el crecimiento,
supervivencia, y diferenciacién de las células del cadncer de mama. En este caso se
utilizan los compuestos desarrollados caiER-2, o contra el VEGF, por ejemplo
(Moulder et al. 2008). Las terapias enddcrinas atés en cancer de mama estan
dirigidas a bloquear el RE oimhibir la sintesis de E2. Etatamiento mas utilizado es
con moduladores selectivos del RE (3£, pudiendo actuar deanera diferencial
dependiendo del tejido en elatise encuentren. EI SERM que se utiliza actualmente es
el TAM. Sin embargo, dada su actividadoagta en el Uterose esta intentando
reemplazar por otros SERMs, como por gjarel Raloxifeno. Ademas de los SERMs
se encuentran en estudio otros compueasio® el Fulvestrant (Faslodex, ICI 182780),
considerado como un antiestrégeno puro oleetpu negativo seléiwo del RE (SERD).

El Fulvestrant se une &@RE e induce un cambio cawfmacional previniendo la
dimerizacion del receptor y llevando a una rapida degradacion del mismo (Dauvois

al. 1993). Resumiendo, las estrategias actuales para inhibir el crecimiento de tumores
REo+, son: inhibir la unién del E2 a steceptor mediante el tratamiento con
tamoxifeno; bloquear la sintesis de E2lizando inhibidores de aromatasa (Al); o
reducir los niveles del REempleando el antiestrégeno puro Fulvestrant.

Teniendo en cuenta quek? regula la sintesis dBP, que existe una asociacion
entre el gen BRCA mutado yn aumento del RP (Kingt al. 2004), y que los RP
median acciones proliferativas en la gldadmamaria, pareceria razonable utilizar
agentes que bloqueen al RP en el traato del cancer de me. En ese sentido
nuestro laboratorio esta atamlo a estudiar si un subgruge pacientes portadores de
tumores mamarios con alta expresion desédorma A del RP podria beneficiarse de
una terapia con antiprogestagenesna que se estudia emfundidad a lo largo de esta
tesis.

14
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Antiprogestagenos

Los moduladores del RP (PRMe clasifican en tregrupos: tipo |, tipo Il y tipo
lll. Los PRM tipo | se comportan s6lo como antagonistas y previenen el pegado del
complejo RP-antagonista al ADN (ej. &pristona). Los PRM tipo Il permiten el
pegado del complejo RP-antagonista al ADMMestran potencial agonista cuando se
estimula la via de PKAn vitro. Muestran cierta actividaalgonista de manera tejido y
especie especifica (ej. Mifepritona, RI86). Los antagonistas tipo Il inducen el
pegado del RP al sitio PREtienen actividad puramensatagonista (ej. ZK 230211,
Afhuppeet al.2010).

La mifepristona (RU-486) fue el pram antagonista de la Pg desarrollado que
exhibio actividad antiprogestageno en haom El RU-486 es un PRM tipo Il ya que
puede funcionar como un agonista en bajas concentraciones (Beittaio2010) o
cuando activa especificamentéaasoforma B del RP (Meyest al. 1990). Asimismo,
se ha observado que en presencia de actieadta la proteinguinasa A (PKA), como
el AMPc, RU-486 puede cagmortarse como agonista (Beadt al. 1993). Este
compuesto, produce la dimerizacion del RRFa asociacién al ADN, mayor que la
inducida por el agonista (DeMareb al. 1992; Skafar 1991). A su vez la union del RU-
486 induce el reclutamiento de correpresores (Jaasainl997).

Otro antagonista utilizado anteriorme fue la Onapristona (ZK 98299). Actla
de la misma forma que RU-486, produciendo dimerizacion de los receptores y union al
ADN, pero de forma mas débil que la inducida por RU-486 (Leonhardt & Edwards
2002). Ambos compuestos tienen afinidad @oRG, siendo la del ZK 299 menor que
la del RU-486. El uso del ZK 299 fue discontitlo debido a los efectos colaterales que
presentaron (Robertsat al. 1999).

Otro antiprogestageno es el 230211, posee una marcada reduccion de la
actividad antiglucoaticoide comparado con el R4B6 y un efecto antiprogestageno
mayor. Este antiprogestageno hace que el lmpP-antagonista se una al ADN, pero
no induce activacion de laatiscripcion y a diferencidel RU-486, no tiene actividad
agonista en presencia de AMPc (Afhumeal. 2010; Chwaliszt al. 2000; Fuhrmann
et al. 2000). El Laboratorio Schering Bayernéseclutando pacientes con cancer de

mama para ensayar los efeati@seste antiprogestageno.
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La aglepristona es otro antagonigial RP desarrollado para uso animal
especificamente (Galaat al. 2004) que se une con aléinidad al RP (Poliscat al.
2010). Ha sido utilizado en @tatamiento de piometra caairy en la prevencion de la
nidacion en las perras. Pese a que su meuani® se conoce bien, la aglepristona ha
sido utilizada para tratar tumores benigadependientes de Pg, como por ejemplo, la
hiperplasia fiboroadenomatosa mamariagatos y fiboroma vaginal en perros (Muphung
et al.2009).

Mecanismos de resistencia al tratamiento endocrino

Como se menciond previamente, dos terade los tumores mamarios son positivos
para Rk y RP al momento del diagnostico. Inicialrteefa mayoria de ellos responde a las
terapias enddcrinas, pero es conocido tamlgue luego pueden desarrollar resistencia:
RESISTENCIA ADQUIRIDA . Asimismo existen aquellos tumores que, presentan
resistencia a los tratamientos desde el inicio de los mMisMRISSISTENCIA
CONSTITUTIVA .

Pese a los avances en la deteccion temprana del cancer de mama, alrededor del 30%
de los pacientes desarrollaecurrencia de la enfermedad.ré@oder ofrecer tratamientos
mas efectivos y menos toxicos debe seleccsenda terapia apropiada. Para ello debe
estudiarse cada paciente y las caracteristiiagcas y moleculares de cada tumor. Los
tratamientos sistémicos son eficientes al emnd de la terapia en una alta proporcion de
tumores, pero luego de un tiempo, que puealear en cada paciente, suele observarse
recurrencia, y es en este manteedonde se observa y esperaparicion de resistencia a la
terapia (Gonzalez-Angulet al.2007).

El fenomeno de resistencia hormonal léosinotivo de estudio durante los dltimos
afos en el cancer de mama. En dichos esfusé sugiere que durante el desarrollo de
resistencia ocurre un cambio en el fenotipdasecélulas cancerosas. Estas pasan de crecer
de forma dependiente de los SR, a crecer dependiendo de factores de crecimiento
independientes de los reteges hormonales (Arpinet al.2008).

Actualmente son dos las terapias hormonales mas utilizadas en tumores mamarios
positivos para los receptores hormonales: el TAM cuyo blanco es el RE y los inhibidores de
aromatasa (Al; anastrazole, letrozole, exemestane) que inhiben la sintesis de estrogenos.

(Hurvitz & Pietras 2008) Debido a que bas terapias estan dirigidas directa o
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indirectamente al RE, la mayor parte de los estudios de resistencia a los tratamientos
endocrinos han sido rezdéidos en torno al REy el TAM (Normanncet al.2005).

En la actualidad la resistendiarmonal se vincula mayormente aarss-talkentre
las quinasas rio arriba y el REresultando en la activacion del &iRlHe forma ligando-
independiente, o en hipersdribdad a estrégenos. En piaular, la fosforilacion del Ré& en
la Serina 118 y la Serina 1@&&rivan en una actacion transcripcional independiente de
estrogenos y estan asociadas a la resistéraciaonal. Por ejemplo, la sobreexpresion de
HER2 resulta en la fosforilacion y activacion deldRen la resistencia al TAM vitro y a
la resistencia hormonah vivo (Benz et al. 1992; Koket al. 2009; Pancholet al. 2008;
Plaza-Menachet al.2010; Shotet al.2004; Yamashita 2008).

A continuacion se mencionan algunos mecant de resistencia a los tratamientos

hormonales:

e REa

Teniendo en cuenta que la expresion derRE uno de los principales marcadores
predictivos de respuesta a laai@a endocrina, la falta de ergion del mismo es claramente
uno de los principales mecanismos de resistendrataimiento hormonal. La ausencia de este
receptor ha sido asociada a la seleccioncld@es negativos, 0 mas recientemente a la
metilacion de sus islas CpG (Brinkm & el Ashry 2009). Estudias vitro han demostrado
que la ADN metiltransferasa (Dnmtl) intenzetfisicamente con la histona deacetilasa 1
(HDAC1) 6 la histona deacetilasa 2 (HDAC?2), y gakcotratamiento con inhibidores de la
Dnmtl y las HDAC pueden, de manera sjiga, inducir la expresion de REen células de
carcinoma mamario negativas paraoRPalii et al. 2008; Rountreet al. 2000; Sharmat al.
2006; Yanget al.2001).

Se ha hipotetizado también que la pérdida de. R&dria ser la responsable de la
resistencia adquirida al TAM. Sin embarta, sido demostrado que pacientes con tumores
positivos para Ré&, sensibles al TAM, generalmente pierden la expresion de RE
mientras si adquieren resistencia a esta diaggpérdida de este receptor ha sido demostrada
s6lo en un 17% a 28 % de pacientes rasistencia adquiridal TAM (Gutierrezet al. 2005;
Hurvitz & Pietras 2008). Esto sugiere que lag&sicia a la terapia es generada por cambios
mas complejos que afectarian a varias viase@alizacién y no por una desregulacion en la

expresion de un solo géHurvitz & Pietras 2008).
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Alteraciones genéticas en el &®Ecomo inserciones, tiriones, rearreglos,
mutaciones puntuales también puedésttar la respuesta a laapia con anti éggenos ya
que dan lugar al silenciamiento de la expresiorRitet o a la expresion de una mutante del
receptor. Sin embargo raramente dichas mutaciones se han encontrado en carcinomas
mamarios primarios humanos, y, asimismonegalmente se han hallado en pacientes
clasificados clinicamente como REegativos (Herynk & Fuquad004; Hurvitz & Pietras
2008; Yanet al.2001).

La expresion de RP esta también asoci@mamayores beneficiade la terapia con
TAM. Los pacientes R& +/ RP + tienen una importante reduccion del riesgo relativo de
recurrencia y muerte en comparacion con lost RERP - (Arpinoet al. 2005; Normannet
al. 2005; Yaret al.2001).

La pérdida de expresion del RP, viradd mayoritariamente con una estimulacién
sostenida de las vias de los factores deimrento, también se ha descripto como posible

causa de la resistencia al TAM, pama los Al (Hurvitz & Pietras 2008).

e REB

Aunque se ha sugerido la participacién delpR# la adquisicion de un fenotipo
resistente (Speiret al. 1999), su rol no ha sido elucidado hasta el momento. Se ha
demostrado que cuando REsta unido al TAM, raloxifeo o al anti-estrégeno ICI 164.384,
la transcripcién de los genes dependiente de AP-1 se ve aumentadaefPaet®97). Sin
embargo, trabajos mas recientes postulan queagacambios significativos en la expresion
del RE3 en tumores con resistencia al TAM y di/&strant (Hurvitz & Pietras 2008). De esta
manera, no hay en la actualidad conclusiones precisas respecto al rfil ele REesistencia

a la terapia hormonal.

e CYP2D6

Una posible razén por la culals tumores mamarios puedpresentar resistencia a la
terapia con TAM es debido a un polimorfismenético en la enzima Citocromo CYP2D6,
que metaboliza el TAM a su metabolito mas activo, el endoxifeno. Se ha observado que
pacientes tratados con TAM, que presentaterdenados polimorfismos en el gen de la
enzima P4502D6QYP2D§, producen niveles menores dadoxifeno y presentan mayor
riesgo de recurrencia tumoral. Ademas esta enzima esta involucrada en el metabolismo de

otras drogas, como antipsicéticos, antidepresivos, antiarritrpibtmqueantes, y puede ser
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inhibida por otras como los inhibidores seleati de la recaptura de serotonina. Por este
motivo es muy importante tener cuidado ehtaa de combinar el TAM con otras drogas
(Eroleset al.2010; Hurvitz & Pietras 2008; Normanebal.2005).

e Coreguladores

La actividad transcripcional de RE depende tanto de coactivadores como
corepresores. Muchos estudiosvitro demostraron que altaxgresion de coactivadores
reducen la eficiencia del TAM como terapidiestrogénica. EI AIB1 es un coactivador que
modula la funcién del RE. Enlegidn a esto, un estudio redierha demostrado que un alto
nivel de expresiéon de este coactivador esta asociado con una menor posibilidad de sobrevida
en pacientes que reciben TAM como terapia (Osb@heal. 2003). Altos niveles de
coactivadores podrian aumentar los efectos atgmdel TAM y, de esaanera, contribuir a
la generacion de resistda a esta droga (Eroles al. 2010; Hurvitz & Pietras 2008). Altos
niveles de AIB1 y HER-2 estarelacionados con un peqrondstico. La explicacion
biol6gica podria ser que HER&tiva MAPK que fosforilan y activan al RE y al AIB1
(Eroleset al.2010).

Los corepresores son reclutados porda&ndo un antagonista como el TAM se une a
él (Lavinsky et al. 1998). A pesar que estudias-vitro han sugerido que niveles de
corepresores reducidos podriataegasociados a la resistenalal’ AM, no hay datos clinicos

al respecto que avalen esta hipétesis.

e Factores de crecimiento

Las vias de sefializacion de los factores de crecimiento juegan un rol muy importante
en la adaptacion de las cdélsl de carcinomas mamarios a la falta de estrégenos. Una
expresion alterada de los factores de crecitnieambién puede contribuir a la generaciéon de
un fenotipo hormono resistenteyiitz & Pietras 2008; Normanret al. 2005).

Las moléculas mas involucradas etosgrocesos son el EGFR, HER@4 TNFa,
PKCa, y MAPK. Existen evidencias que sugieren que las vias de sefalizacion de los
receptores tirosina quinasa participan erekstencia hormonal modulando la localizacion
subcelular de los coregulados RE (Hurvitz & Pietras 2008).

El principal mecanismo de resistenaanstitutiva de las células de carcinoma

mamario a la terapia hormonal espkrdida de la expresion de &fBadiaet al. 2007). En
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relacion a ello, los niveles de mesion de EGFR, ErbB-2 y T@Fson generalmente
mayores en carcinomas RE negativos en comparacién con los tumores positivos (Normanno
et al. 1994). Hay evidencias que sugieren quadtvacion de las viade sefalizacion de

factores de crecimiento podria rettda expresion y/o funcion de RE

e Efectos de una deprivacion a largo plazo de estrégenos

Células de cancer de mama que son dem/ald E2 se adaptan a la falta de esta
hormona desarrollando hipersenkitzid a estrégenos. Esta podder la explicacion para
aquellos tumores hormono depkentes que inicialmente regresionan luego de una
ovariectomia en mujeres premenopausicas Yy reinciden en respuesta a muy bajas
concentraciones de estrogenos y finalmemigresionan cuando réen terapia con Al
(Hurvitz & Pietras 2008).

A lo largo de estos parrafos se mencionaalgunos mecanismos involucrados en la
resistencia de las células de carcinoma manaata manipulacion enddcrina, principalmente
vinculados con el Ricy la resistencia al TAM (Figura 8). Pese a que son importantes los
avances en los estudios de resistencia emdgaen la actualidad los mecanismos causantes
de los fenotipos resistentes permanecen inciertos y como consecuencia no estan disponibles

aun métodos efectivos para prevdairesistencia (Johnston 2009).
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Figura 1-5 Mecanismos de resistencia al TAM.Las modificaciones en el RE
asociadas a la resistencia al MApueden involucrar mutacionesplicing alternativg
modificaciones post traduccionales y mecanismos epigenéticos. Pueden existir
disfunciones de los coreguladores de receptoueleares e interferencia con las vias de
sefalizacion de factores de crecimigntjue pueden involucrar la fosforilacién y
activacion del RE por las MAPK, RSK y AKTambién puede ocurrir una accién no
gendmica del RE, activando receptores de fastde crecimiento por la accién de vias
de sefializacion intracelular. Aastadode Badiay colaboradores2007.
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V- MODIFICACIONES EP IGENETICAS Y CANCER

Como en muchos tipos de cancer, enc&hcer de mama la cantidad de genes
desregulados que existen afeatanorrecto funcionamiento delcto celular, de la apoptosis,
de la reparacion del ADN, procesos de Hittacion, desinflamacion, adhesion celular y
migracion. Durante mucho tiempo se han adjado estos defectos a mutaciones en genes
claves del crecmiento celular. En la actualidadsabe que las modificaciones epigenéticas
son tan importantes como las genéticass baodificaciones epigenéticas son aquellos
cambios hereditarios en el ADN que no nficdnh su secuencia goordinan procesos
biolégicos muy importantes, comoitaactivacion del cromosoma X, iehprinting genémico,
reprogramacion del genoma en procesos deetitégacion y desarrollo. Si estas funciones se
ven alteradas repercuten negativamente gederdesordenes como gbsible desarrollo de

carcinomas mamarios (Jones & Baylin 2007; Veeck & Esteller 2010).

Metilacién del ADN y cancer

La modificacion epigenética que predomina en los mamiferos es la metilacion de las
citosinas, que no modifica la funcion debgucto del gen, sino que determina dénde y
cuando se expresa dicho gen. La metilacionAdi®N en el genoma es estable en estadios
tempranos del desarrollo y se mantiene durahpgoceso de difengiacion. Sin embargo, el
patrén de metilacion del genoma puede verse ficadbd en células tunnales, en donde la
metilacién aberrante genera el silenciamiedgagenes o la desmaeiiioén aberrante produce
la expresidn de genes que no déoeexpresarse (Susan Clatkal. 2006).

En las células de mamiferos el 3-5 % de las citosinas se encuentran como 5-
metilcitosina. Esta modificacion de las citosinas ocurre después de la replicaciéon del ADN y
es catalizada por Id&3NA metiltransferasas (Dnmts) ligando S-adenosil-metionina como
donor del grupo metilo (Veeck & Esteller 20lBigura 1-6). Han sido descriptas cinco
Dnmts: Dnmtl, Dnmt2, Dnmt3g Dnmt3b, Dnmt3L. De estasngo sélo tres han mostrado
tener actividad metiltransferasa: Dnmtl, D&aty Dnmt3b (Veeck & Esteller 2010). La
Dnmtl es la de mantenimiento, ya queizdilADN hemimetilado como molde. Su funcion
principal es mantener el patrén de metdaciuego de la replicéan del ADN (Bouchard &
Momparler 1983). Las Dnmt3a y Dnmt3bnhsido descriptas como metilasksnovoya que

pueden generar esta modificacion BBN hemimetilado y no metilado. Las Dnmt2 y
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Dnmt3L no tienen actividad citosina metiltranséapese a que se ha visto que la Dnmt3L

es capaz de estimular la metilacaimnovomediada por Dnmt3a (VeeékEsteller 2010). El

grupo de Robertson report6 ya en 1999 quepaesion de la Dnmt3b estaba aumentada en
tumores sugiriendo su participacion en la carcinogénesis (Veeck & Esteller 2010). Se sabe en
la actualidad que las Dnmt estaumentadas en muchos tipds tumores: en leucemias,
cancer de préstata, de ovario, de eneio y mama (Veeck & Esteller 2010).

El 70% aproximadamente de los residuos 5-metilcitosina se encuentran en las
secuencias CpG, y, cuando estas secuenciaa@entran con alta frecuencia en el genoma,
son denominadas “islas CpG”. Las islas CpG contienen multiples sitios de unién a factores de
transcripcion y se encuentran como regioreggilatorias de la expsion en promotores y
exones. Muchos genes cuya expresion estmlada por metilacion estan asociados a
procesos de diferenciacién y desarrollo eotmirio, aunque otros rteién a procesos de
promocion tumoral (Momparler & Boven2000; Richardson & Yung 1999). La metilacién
del ADN esta asociada a la pérdida de la eximede los genes cuya secuencia se encuentra
modificada. Esto ocurre porque esta modifiéacinterfiere con el pegado de factores de
transcripcion que ocurre con menor afinidado@becanismo a través del cual la metilacion
puede regular la expresion de genes es por el pegado de “proteinas especificas de pegado al
ADN metilado” (methylated DNA binding proteindVIDBP) a secuencias promotoras
metiladas (Esteller 2002). Por ultimo se sabe también que estas secuencias metiladas pueden
atraer otras proteinas que actian como repmede la transcripcion, denominadas MeCPs
(Methylated CpG-binding proteinMeehanet al. 1989).

Los niveles de ADN hipermetilado en déki tumorales son generalmente mayores
que los de las células normales (Gama-Sasal. 1983; Feinberget al. 1994) Durante el
proceso de tumorigénesis se ha observado uenmarto en la metilacion de genes como p16
(supresor tumoral), E-caderina (supregerla capacidad de invasion), RE, RA®Rupresor
tumoral), entre otros, ver Tabla 1-2.

En relacién al RE, se sabe que un porcentaje de los tumores RE+ pueden evolucionar
a RE- y desarrollar consecuentemente resisieacla terapia hormohaes por ello que
durante muchos afios se han esturliad mecanismos por los cuales eloREsta silenciado
en algunos tumores mamarios. Pasgue han sido descriptas tantiones de la secuencia de
esta receptor, las mismas préaermuy baja frecuencia y no jifigtan la mayor parte de los

casos. En la actualidad se sabe que el gen paracep&itle estar silenciado por metilacion
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de su promotor. También ha sido reportgur varios grupos que el RP puede estar

silenciado por metilacién en lineas celulares y tumores RP- :

e Rena G. Lapidus y colaboradores (Lapidsal. 1996), ya en 1996 demostraron
mediante analisis d®uthern bloenzimas de restriccion que las islas CpG en el extremo

5 del RP estan metiladas en un porcentaje importante de muestras de carcinomas
mamarios humanos RP- mostrando una cori@aentre la pérdida dexpresion de RP y

la metilacién de su promotor en muestras primarias de tumores mamarios, y relacionan

esta pérdida de expresion de & la resistencia enddcrina.

e Sameer Mirza y colaboradores (Mirea al. 2007) demuestran que en muestras de
carcinomas de mama ductales invasivos de m@sijprovenientes de ladia la falta de

expresion de RPB, esta causada por hipermetilacion de su promotor.

e Yun Ren y colaboradores (Ret al. 2007), demuestran que existe una correlacion
entre la hipermetilacion del exén de RPsy silenciamiento en dos lineas celulares

(Ishikawa; KLE) de cancer de endometrio.

e L. Fleury y colaboradores (Fleumt al. 2008), demuestran que el &Bo puede

unirse alRP por estar este ultimo hipermetiladolarisla CpG rio abajo del promotor de

RPB en las células MDA-MB231. En su estudiuestran que no es suficiente con re-
expresar RE para que se exprese RP, sino que es necesario ademas tratar las células con

un agente desmetilante para desmetilar las regiones regulatorias del gen.

e Shauna N. Vasilatos y colaboradores (Vasilagbsal. 2009), muestran que el
promotor de RPB esta metilado, pero no eR&&, en tumores mamarios no asociados a
BRCA (non-brca-associated garhammary carcinogénesis).

Si bien como se ha mencionado la metilacion tanto del &no del RP, ha sido
reportada mayoritariamente en estudios con lineas celuiareto, hay también algunos
trabajos que lo han demostradovivo. Sin embargo no hay estudiosvivo que estudien el
silenciamiento de RP en procesos tumoraesresistencia adquirida constitutiva a los

tratamientos hormonales.
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Se ha demostrado en lineas celulares que existe una correlacién entre hipermetilacion
de genes y sobreexpresion de Dnmts (Rblal. 2008). Para estos estudios se ha utilizado
mayormente el agente desmetilante 5-aza-2"idéidina o decitabina (5azadC). El 5azadC
es un andalogo de la citosina que se adtivaivo por fosforilacion y se incorpora al DNA
durante la fase S del ciclo celular. Como lesio de la reaccion de la metiltransferasa, la
Dnmt se une covalentemente al ADN impidiéle mantener su actividad metilasa (Reatlii
al. 2008; Figuras 1-7 y 1-8). El sadC es un deoxi — derivado @eazacitidina (aza), que
también es un analogo de la citosina. El 5azadC y el aza son los inhibidores de las Dnmts
mejor caracterizados en la actualidad; funaoda manera muy similar, y ambos presentan
efectos toxicos si son utilizados a largo plazo (Billetnal. 2010). Ha sido estudiado que en
células negativas para el REel tratamiento con 5azadi@duce la reexpresion de un
receptor funcional (Brinkman & el Ashry 2009; Fergusaral. 1995; Paliiet al. 2008). La
reexpresion del receptor se\iato acompafiada por la resiuilizacion de las células MDA-
MB-231 a la terapia con tamoxifeno (Sharetal. 2006). También se sabe que la inhibicion
especifica de la Dnmtl utilizando oligonuclddés antisentido indie la re-expresion del
REa en las células de cancer de mama humano MDA-MB-231 €Yah2003).

Existe ademas del 5azadC y el aza, otro inhibidor de la metilacion llamado zebularina.
Es también un analogo de la citwsiy al igual que el aza y BhzadC, se incorpora en el
ADN y une covalentemente laBnmts inhibiendo su actividad de metiltransferasa. A
diferencia de los deméas inhibidores, presentaamtoxicidad en la mayoria de las células en
las que se ha probado. Se ha demostrad@sj@apaz de inducir la re-expresion debRE
RP (Billamet al.2010).

Uno de los métodos para estudiar la metilade los genes es la PCR especifica para
metilacion Methylation specific PCRMSP). Un paso critico en esta técnica es la
modificacion del ADN por el Bulfito de sodio. Esta adificacion consiste en la
deaminacién de las citosinas y es especifica lpabras Unicas de ADN y no apareadas. A las
citosinas no metiladas las convierte en uraaiientras que las metiladas en timina. El
correcto disefio de loprimers también es critico en esta técnica. La MSP tiene alta
sensibilidad. (Susan Clasgk al.2006; Figura 1-9).
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Grene Frnction Location Tumor profile Consequences

pl el Cyclin-dependent Kinase Inhibitor  9p21 Multiple Types Entrance in Cell Cycle

pl4*RF MDM?2 inhibitor 9p21 Colon, Stomach, Kidney Degradation of pi3

pl gL Cyclin-dependent Kinase Inhibitor  9p21 Leukemia Entrance in Cell Cycle

hMLHI DNA mismatch repair 3p2l.3  Colon, Endometrium, Frameshift Mutations
Stomach

MGMT DNA repair of 06-alkyl-guanine 10g26 Multiple Types Mutations, Chemosensitivity

GSTPL Conjugation to Glutathione 11gl3 Prostate, Breast, Kidney Adduct Accumulation?

BRCAI DNA Repair, Transcription 17g21 Breast, Ovary Double Strand-Breaks?

p73 p33 Homologue 1p36 Lymphoma Unknown (Cisplatin?)

LKBI/STK11 Sering/ Threonine Kinase 19pl13.3  Colon, Breast, Lung Unknown

ER Estrogen Receptor 6bg25.1 Breast Hormone Insensitivity

|PR Progesterone Receptor 11922 Breast Hormone Insensitivity |

AR Androgen Receptor Xgll Prostate Hormone Insensitivity

RARS2 Retinoic Acid Receptor fi2 Ip24 Colon, Lung, Head and Vitamin Insensitivity?
Neck

RASSFI1 Ras Effector Homologue 3p21.3 Multiple Types Unknown

VHL Ubiquitin Ligase Component Ip2s Kidney, Hemangioblastoma Loss of hypoxic response?

Rb Cell Cycle Inhibitor 13ql4 Retinoblastoma Entrance in Cell Cycle

THRBS-1 Thrombospondin-1, Anti-angiogenic 13q13 Glioma Neovascularization

CDHI E-<adhenn, cell adhesion 16g22.1 Breast, Stomach, Leukemia Dissemination

HIC-1 Transcription Factor 17p13.3  Multiple Types Unknown

APC Inhibitor of f-catenin 5q21 Aerodigestive Tract Activation fi-catenin Route

COX-2 Cyclooxigenase-2 1g25 Colon, Stomach Antinflamatory Resistance?

SOCS-1 Inhibitor of JAK/STAT Pathway 16pl3.13 Liver JAK2 Activation

SRBC BRCAI-binding Protein Ipls Breast, Lung Unknown

SYK Tyrosine Kinase 9g22 Breast Unknown

RIZ1 Histone/Protein Methyltransferase  1p36 Breast, Liver Aberrant Gene Expression?

CDHI13 H-cadherin, cell adhesion 1624 Breast, Lung Dissemination?

DAPK Pro-apoptotic 9q34.1 Lymphoma, Lung, Colon Resistance to Apoptosis

TMS1 Pro-apoptotic 16pll Breast Resistance to Apoptosis

TPEF/HPP1 Transmembrane Protein 2q33 Colon, Bladder Unknown

Tabla 1-2. Algunos genes gue son regulados por nileicion de sus promotores en tumores
humanos Tomado deManel Esteller y colaboradores, 200Restacamos el RP en rojo cuya
expresion se estudiara a lodarde este tralpa de tesis.

Citosina 5- metilcitosina
NH, NH,
CH,
\\ i \\ ?
DNA metiltransferasa
=-—.v

N © N =
H H

S-adenosiimetionina
(sustrato)

/

S-adenosilhomocisteina

(producto)

Figura 1-6. Metilacion de la citosina.La DNA metiltransferasa cataliza la transferencia de
grupos metilo debustrato S-adenosilmetionina a iosina, produciendo 5-metilcitosina y S-
adenosilhnomocistein@daptado de Luis Miguel Geez y colaboradores, 2006.
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replicacion de DMNA separacion de hebras
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Figura 1-7. Mecanismo de accién de los inhibidores de la metilaciorel andlogo de
nucledsidos 5azadC (representado por la Z) es convertido en trifosfato en la fase S deluticly es
incorporado en el sitio de la citosina en la hebueva. Una vez que estan en el ADN, estas bases
“fraudulentas" forman enlaces covalentes con D&$A metiltransferasas (Dnmts) resultando en la
desmetilacion del ADN. Circulos rosados: CpG metiladas, circulos claros: CpG no mefiddptado

de Luis Mguelgomezy colaboradores, 208

CpG - CpG

Gen swresor de tumo Gen activo

(|3H3 CH3 l Metilaciénde novo

CpG - EpG

Gen swresor de tumo Gen inactivo
5azadC

CpG - CpG

Gen spresor de tumo Gen activo

Figura 1-8. Inactivacion de la expresién de un gen supresor de tumor por metilacidte
novo de la regidn promotora y reactivacion dda expresion por tratamiento con 5azadC.
(Adaptado de Momparler y Bovenzi, 2000).
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Solucidn  PCRH con bisulfita Denaturalizacion Caonversion PCR
bisulfito
C—>U-—T

M— M— C

Habra superior LEITTIe

|_’ T = TT L #ﬂ%”;‘é
PO ACCGAG ALUGAG ol LI 1] -
No metilada ACCGAG LI
TEGCTC hebra superior
PUGE RN | 7 L g
TGGCTC TGGUTU ATCGAG
S [—- LLLLLL | gl lLLLL TAGCTC
M Hebra inferior PURE T E S
T
ACCGAG
TGGCTC -
Hebra superior | LB L G I
e L ) ACCAAA
[ ACMGAG AUMGAG TGGTTT
ITLILLr -l B S O
Metilada ACMGAG FCR en
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Figura 1-9. Modificacion del ADN con bisulfito de sodioLa exposicién del ADN al bisulfito
de sodio produce la conversiéon de las citosinas no metitadasacilos. Como consecuencia, el
ADN transformado necesita difereni@smers unos especificos pero el ADN metilado y otros
para el ADN no metiladdAdaptado de Luis Miguel Gomez y colaboradores, 2006.
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Silenciamiento de genes pasiumento de actividad de HDAC

La estructura de la cromatina y ti@nscripcion de los genes son reguladas
también por la acetilacion de las histonas. Digrda fase S del ciclo celular las histona
acetiltransferasas (HAT) acetilan residuos conservados de lisina en las histonas por
transferencia de un grupo acetilo desde maéécula de acetil-CoA para formaiN-
acetil lisina. La acetilacion neutraliza las cargas positivas de las histonas, reduciendo asi
la capacidad de las histonas para unirgeDdll. Esta reduccion de la afinidad de union
permite la expansion de la cromatina y Esitranscripcion geriga de esa region
cromosémica. Las histona deacetilasas (HDAC) eliminan los grupos acetilo,
incrementando la carga positiva de las histgn@gsr tanto la afinidad de éstas por el
ADN. Este incremento de la unidon condera estructura del ADN, impidiendo la
transcripcion. La deacetilacion puede entonces ser una causa también del silenciamiento
de genes. Ha sido reportado que inhibiddeetas HDAC como la tricostatina A (TSA)
pueden inducir la expresion del RARsin embargo, genes como pl16 y p21 pueden re-
expresarse soélo con el tratamiento combirdeld SA y 5azadC pemo con las terapias
simples en células neoplasicas de colon. (&taal.2001). Se ha observado también que
en las células resistentes al TAM, MDA-MB-231drREla expresion del receptor puede
recuperarse con el tratamiento con TSA y 5&8zadas células recuperan la sensibilidad
al tratamiento (Sharmat al. 2006). Esta re-expresion del &Enducida por el
tratamiento combinado de TSA y 5azadC dido reportada también en las células
MDA-66 (derivadas de las MDA-MB-231). Erelaciéon al RP, ha sido reportado
también que en las células derivadaslade MDA-MB-231, HE-5 y las MDA-66, el
mensajero de RP aumenta con el tratamiento combinado de TSA y 5azadCedFury
2008).

Micro-ARN (miARN) en cancer de mama

Los miARNSs son secuencias regulaasrde ARN de entre 20 y 30 nucledtidos
de longitud que hibridan perfectamente tasregiones 3" no codificantes (3'UTR) de
ARNmM blanco, produciendo consecuentemente su degradacidhilmcion de la
traduccion de dicho ARNm. La funcién del ARNm es la que determina si el miRNA
acta como supresor tumoral (si ARNm corresponde a un oncogen) 0 como
oncogeénico (si el ARNm corresponde a un supresor tumoral). Una familia de miARN

conocida es la familia let-7. Su deplecién en cancer de mama, de pulmén y de colon
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aumenta la tumorigenicidad. Otro ejempla@R-21, cuya sobreexpresion en cancer de
mama confiere mayor invagilad y promueve la metasis tumoral al pulmon.
Actualmente la cantidad de genes regulados por miARN son cada vez mas. Los miARN
han demostrados jugar un rol muy importante en la regulaciébn de muchos procesos
bioldgicos y patologicos. Ademas se handstrado que en muchos tipos de cancer,
incluyendo de mama, los miARN estan redok negativamente. Han sido descriptas
algunas correlaciones entre la regulaciégati#a de miARNSs y positividad para RE y

RP, tamafio tumoral, presencia de metastasmesion de p53. En gigular la pérdida

de expresion de miembros de la familia let7 se ha asociado con los niveles de expresion
de RP (let-7c) y un alto nivel geoliferacion (let-7c y let-7d).

Los miARN pueden estar regulados por metilacién, la hipermetilacion de los
mismos puede ser la causa de su silenciamiento. También pueden estar desregulados por
el nimero de copias, o por un mal funcimimento de la maquinaria celular que los
procesa (Veeck & Esteller 2010).
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VI. MODELO EXPERIMENTAL DE INDUCCION DE ADENOCARCINOMAS
MAMARIOS POR PROGESTAGENOS.

En nuestro laboratorio se desarroll6 modelo experimental de induccién de
adenocarcinomas mamarios murinos por adtracion prolongada de MPA en ratones
hembra BALB/c, con una incidencia actahrdel 76% y una latencia media de 52
semanas (Lanaet al. 1986a; Lanariet al. 1986b; Lanariet al. 2009; Figura 1-11).

Estos tumores son en su mayoria deohigia ductal y tienercapacidad de dar
metastasis en pulmoén y nédulos linfaticos (Laearl. 1989). Poseen inicialmente, un
comportamiento progestageno dependiente u hormono dependiente (HD) con altos
niveles de expresion deaeptores de estrogenos (R RE3; Soldatiet al 2009) y de
progesterona (RP), bajos o no detectablea peolactina y EGF paiécnicas de unién

al ligando (Molinoloet al. 1987) y ademéas exgsan ErbB2 (Elizaldest al. 2000;
Elizaldeet al.2001). Tanto el FGF-2 (Giulianekit al.2008a) como el TNér (Rivaset

al. 2008) estimulan el crecimiento de este tumorivo, en ausencia de MPA. El E2 y
los antiprogestagenos (Kordehal.1991) inhiben el crecimiento tumoral progestageno
dependiente. De acuerdo a lagificacion molecular actual (Peretial.2000; Sorlieet

al. 2001; Sorlieet al. 2003) se trata de carcinomhsninales, ya que ademas de
expresar alto contenido de receptoresmunales expresan las citokeratinas 8 y 18
(Giulianelli et al.2008Db).

Los tumores se mantienen por pasajegesieicos en ratones hembra virgenes
de la cepa BALB/c en presencia del pstggeno. Asimismo, se lograron seleccionar
por presion selectiva en tomes sin tratar con el MP variantes progestageno
independientes u hormono independientes (HI) que conservan altos sus niveles de
expresion del RE y del RP.

En menor proporcién, el MPA induce tambiéarcinomas del tipo lobulillar que
expresan bajos niveles de RE y RP y maydeeEGFR evaluados por técnicas de union
al ligando. Histolégicamente, se asemejan a los tumores mamarios que surgen
espontaneamente en hembras multiparas BALB/c. Tanto los tumores del tipo ductal
como lobulillar son precedidos por lesionesr@oplasicas similares a las del cancer de
mama humano (Molinolet al.1987).

En los primeros experimentos, luegoweperiodo de latencia de 4 a 12 meses
se establecieron diversas lineas tumoralgunas de ellas, definidas como HD, se

caracterizan por tener una mayor tasa éeigriento, un menor periodo de latencia en
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animales tratados con MPA o Pg y por erecer en animales ovariectomizados sin
tratar.

Eventualmente surgieron variantes tunesaHl que crecen tanto en presencia
como en ausencia de la hormona (Kordbal.1990; Lanarkt al. 1989; Molinoloet al.
1987). Estas variantes conservan altos névdle RE y RP. Los tumores HI crecen en
forma similar en animales tratados chtPA, no tratados, ovariectomizados y con
operacion simulada.

Los tumores HI se han subdividido a wez en respondedes (sensibles) y
resistentes a la terapia cortiprogestagenos y E2 (Helguegbal. 2003; Wargoret al.
2009), y estos ultimos a su vez se clasifieanresistentes constitutivos y resistentes
adquiridos (Figura 1-12).

Las células epiteliales HD purificadas de cultivos primarios son estimuladas con
Pg o MPA, e inhibidas con E2con antiprogestagenos (Drahal. 1995). FGFs, HRG
0 TNFo estimulan su crecimiento (Balaeaal. 1999; Lambet al. 1999), mientras que
el EGF, IGF-1 y el IGF-Il no tienen efectotiesulatorio cuando se los administra solos
(Elizalde et al. 1998; Molinoloet al. 1998), sin embargo, los da#timos potencian la
estimulacion inducida por MPA. TGFL, 2 y 3 ejercen todos efestinhibitorios de la
proliferacion celular (Viega®t al. 1999). A pesar de que vivo ambas variantes
tumorales, HD y HI, son muy diferentes emanto a la dependencia por el MRA,
vitro, las células epiteliales derivadas de los mismos tumores, tienen el mismo
requerimiento de hormonas y de factodescrecimiento para crecer (Giulianedti al.
2008a). Es decir, ambos cultivos priioar son estimulados por MPA, y esta
estimulacién es inhibida p&tU-486 y E2. Postulamos que ks tumores HI, factores
estromales podrian estar activando a los R® una linea de trabajo que venimos
desarrollando desde hace varios afios estraaboratorio, demostramos que el FGF-1
y el 2 fibroblast growth factorl y 2) regulan la proliferacion de células HD en forma
similar al MPA, demostrando asi aross talkentre la via del FGF y del RP (Giulianelli
et al. 2008a; Lamket al. 1999).

En este modelo, el RP juega un papehnesl en el crecimiento tumoral. Los
tumores de crecimiento HI respondedoatdratamiento endocrino, tienen el mismo
patrén de expresion de isoformas del &R los tumores HD, excepto que en los
primeros el MPA regula principalmente lafisrma B del RP. La importancia de este
receptor en el crecimiento tumoral fue determinada mediante enBayit’® € in vivo

con nucleotidos antisentido para el RP (asRf&diante esta estegjia se redujeron los
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niveles de expresion del RP, causandoinhiicion en la proliferacion celulam vitro,
y una inhibicién el aecimiento tumoral Hin vivo (Lambet al.2005).

Las variantes tumorales del modelo experimental del MPA sensibles a la terapia
hormonal, expresan RP y RE. Estas, saatarizan por expresar mayores niveles de
RPA que de RPB (Helgueret al. 2003), mientras que las nentes con resistencia
constitutiva (C4-2-HI, 59-HI) y la varianteon resistencia adqida (C4-HIR) a los
antiprogestagenos expresan mayores nivddeRPB que de RPA (Tesis doctoral Luisa
Helguero, Tesina Licenciatura Victoria Vgan). Por otra parte, la expresion deloRE
es menor en los tumores resistentes queesensibles, mostrando cierto paralelismo
con la expresion de RPA (Figura 1-13).tdssresultados, muestran que existe una
correlacion entre la resistencia a los aoggstagenos, bajos niveles de RPA y mayores
de RPB.

La regresién tumoral indida por RU-486 y E2, es acompafiada de citostasis,
apoptosis de células epiteliale incremento en proteingegulatorias del ciclo celular
como p21, p27 y p53, llevando a una dismiénalel parénquima, a un aumento del
estroma tumoral y a una remodelacion en &bpade expresion de laminina y colageno
IV (Vanzulli et al.2002; Simiaret al.2006), o a la diferemacion celular (Wargoet al.
2009). Recientemente, utilizamogoaistas selectivos para el &% el RB3, con el fin
de identificar qué receptasta involucrado en la inhibicién del crecimiento tumoral
mediado por E2In vitro, E2, PPT (agonista selectivo del dEy DPN (agonista
selectivo del RE) inhiben la proliferadin mediada por MPA de células epiteliales C4-
HI, observandose una disminucion en la expresion del REen ciclina D1, y un
incremento en la expresion ldeproteina proapoptética Bar. vivo, E2 y PPT son muy
similares induciendo la regresion tumprabservandose una disminucion en la
expresion del R& y un incremento en la participacion de la via intrinseca de la
apoptosis (aumento de Bax y caspasa ®acy disminucion de Bcl-xl y Bcl-2).
Mientras que con el DPN, se observo soOlo un efecto inhibitorio transiente del
crecimiento tumoral, acompafiado por un aumentla expresion de Bax y Aif (Soldati
et al.2009).

Asimismo, como se explico previamente E2 ejerce efectgsroapoptéticos en
células que sobreexpresan RKZhang et al. 2009). En este modelo, también

observamos una elevada expresion de &6 tumores respondedores al tratamiento
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con E2 (tumores C4-HI), en compaxatia aquellos no respondedores o resistentes
(tumores C4-2-HlI, resultadgseliminares no publicados).

El estudio citogenético de los tumores de este modelo demostrd que los tumores
HD presentan generalmente un nimero de cromosomas cuasi-diploide, mientras que las
variantes HI, o mantienen el mismo numéle minoria) o presentan un numero de
cromosomas en el rango triploide a dptoide. Todos los tumores presentan
alteraciones numéricas y estructurales decsomosomas; siendo los cromosomas 4y 7
los mas involucrados en traslocaciones, lo5y86 en ganancia, y los cromosomas 16 y
X en pérdida. La adquisicion de la hwmo-independencia no es causada por el
aumento de cromosomas, este aumento seelposterior y ocurre como consecuencia
del avance de los pasajes vivo (Fabris et al. 2005). Ademas de las alteraciones
numéricas detectadas, los tumores de la familia C4 presentan una mutacion en el gen
TRp53 (ransformation related protein $3Esta mutacién en el codon 152 representa
un cambio de serina a arginiea la proteina p53, sin &argo no estan asociadas a la

inestabilidad cromosomica (Fabasal.2005).
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Figura 1 -11 Modelo experimental de induccion deadenocarcinomas mamarios murinos

por administraciéon prolongada de MPA en ratones hembra BALBEt. Estos tumores en
pasajes singenéicos tienen inicialmente un comportamiento preogestageno dependiente (HD).
Por pasajes sucesivos de los tumores HD iddscpor MPA en animales sin tratar se
seleccionaron variantes de crecimientaamo, progestageno independientes (HI).

-Receptores de progesterona {)

Tumores independientes del MPA (-MPA)

Scnsible a los Resistente
antiprogestigenos adquirido
o PMPA . -MPA o o /
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Figura 1 -12 Modelo experimental de induccién deadenocarcinomas mamarios murinos
inducidos por administracion prolongada de MPA en ratones hembra BALB/cLos tumores

HI se clasifican en respondedores (sensibles) y resistentes a la terapia con antiprogestdgenos
(RU-486 y ZK 230211), y estos ultimos a su vezsabdividen en resistentes constitutivos y
resistentes adquiridos a los antiprogetagenos.
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Figura 1-13 Los tumores con resistencia constitutiva (C4-2-Hl) y adquirida (C4-HIR)
expresan mayores niveles de RPB que RPA, mieas que los tumores sensibles al RU-486
(C4-HI) expresan mayores niveles de RPASe muestrawestern blotde extractos nucleares

de los tumores crecidos sin tratamiento hormaeaklados con el Ac de RP C-19, Ac de RPB,
Ab6; 0 Ac de Rz MC-20. Como control del anticuerpo CE® incub6 la membrana con el Ac. y

el péptido contra el cual el anticuerpo fuesakrollado. Como control negativo del Ac C19 y M-
C20 se us6 musculo y como control positivo el Gtero. Se utilizaron las ERKs como control de
carga. En todos los casos se muestraestern blotepresentativo de seis.

36



HIPOTESIS-OBJETIVOS




Hipotesis y Objetivos

HIPOTESIS

Nuestro Laboratorio se ha focalizado lea ultimos afios en estudiar el papel
jerarquico de los RP en el crecimientd déncer de mama basado principalmente en
observaciones realizadas en nuestro modsjeerimental de carcinomas mamarios
inducidos por la administracion de MPA.Hes demostrado que tanto el bloqueo de la
expresion génica del RP, asi como shibicion farmacolégica usando diferentes
inhibidores, pueden indir la regresion tumoral. Por ottado reportamos hace algunos
afos ya que los tumores sensibles y los resistentes constitutivos tenian niveles similares
de RP evaluado por el ensayo de pratecta la ARNasa y por inmunohistoquimica,
pese a que pavestern blose observaban diferencias (Helguetal.2003). Sabiamos
por resultados obtenidos dutara tesis doctoral de Luisa Helguero que los tumores
con resistencia constitutiva C4-2HI y 59-epresan mayores niveles de RPB que de
RPA. Asimismo, en resultados previos pudsnabservar que la variante tumoral C4-
HIR, con resistencia adquirida al antigestageno RU-486, modbi@ mayores niveles
de expresion de RPB que de RPA, a diféeenle su variante sensible que mostraba
exactamente el patron opuesto. Estos redaft previos sumados a otros que postulan
que el RU-486 ejercerigfectos agonistas cuando se arla isoforma B y antagonistas
cuando se une a la A (Horwiet al. 1995; Wardellet al. 2010), nos llevan a plantear

entonces la siguiente hipotesis:

Los antiprogestagenos resultan inhibitdos en el crecimiento de tumores
mamarios que expresan altos niveles da isoforma A del RP. El patron de
expresion de RPA/RPB seria un marcador predictivo para elegir aquellos tumores

gue responderian eficientemente a lgerapia con antiprogestagenos.

Asimismo, resultadosprevios mostrapn que la resisterei adquirida puede
revertir por pasajes consecutivos en auseteita presion selectiva con RU-486 y por
tratamiento con E2 durante 48 hs., y que en ambos casos la recuperacion de la
sensibilidad al antiprogestageno esta acolraipor la re expresion de RPA. Esto nos

lleva a postular que:

La expresion de RPA esta regulada por mecanismos epigenéticos en los tumores

resistentes. Teniendo en cuenta que el RP puede regular su expresion por
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metilacién de su promotor, hipotetizamogjue la isoforma A del RP se regula por

metilacion de su promotor.
Finalmente, considerando que los CAFs Hih sliferentes de los HI, hipotetizamos

que:

Los CAFs HIR estan involucrados en el crecimiento hormono resistente.
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Objetivo general

Estudiar el rol de RPA en la déerminacion del fenotipo resistente.

Para ello fijamos los siguiates objetivos particulares

e Generar la mayor cantidad pdsilde variantes con ressicia adquirida al RU-486

en el modelo de carcinomas maina murinos inducidos por MPA.

e Validar la resistencia al R486 con el antiprogestageno ZK 230211.

e Caracterizar las nuevas vaiies con resistencia adquiridaRU-486 en funcion de

la expresién de los receptores hormonales.

e Caracterizar los tumores con distintadp de respuesta hormonal respecto a su

potencial metastatico, tasa de@miento, activacion de ERK y AKT

e Sshiendo que el E2 inducedapresion de RPA, evaluar si el tratamiento con E2 o

TAM puede sensibilizar a los tumoraistratamiento con antiprogestagenos.

e Caracterizar la respuesta a hormomasitro y evaluar si el cocultivo con CAFs
puede modificar la spuesta observada.

e Estudiar si la expresion de RPA esta radalpor metilacién de su promotor, y si asi

fuese tratar de manipular la egpion con un agente desmetilante.
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Materiales y Métodos

I- ANIMALES Y TUMORES.

ANIMALES

Se utilizaron ratones hembras BALBAdrgenes de dos meses de edad
provenientes del Bioterio de la Facultad\t@erinaria de la Universidad de La Plata y
criadas en nuestro Bioterio. Los animalesron mantenidos conna dieta a base de
alimento balanceadad libitum bajo condiciones controladds luz (12 hs de luz, 12 hs
de oscuridad) a una temperatura entrey 228°C. Los animales fueron manipulados
segun las normas internacionales las cuatds esordes con la Guia de cuidados y uso

de animales de laboratorio (Institatel aboratory Animal Resources 1996).

TUMORES

En este trabajo utilizamos carcinsnaamarios murinos inducidos por la
administracion prolongada de MPA a ratonesiti@ de la cepa BALB/c y mantenidos
por transplantes singenéicos (Lanarial. 1986a; Lanariet al. 1986b; Lanariet al.
1989; Lanariet al. 2009). Dentro de este modedaisten diversas variantes hormono
dependientes (HD), que necesitan ddPA para crecer, y también hormono
independientes (HI), que son capaces de crecer en ausencia del MPA. Dentro del grupo
de los tumores HI existen a su vez tursomespondedores a lagapias enddcrinas, y
tumores no respondedores o resistentes. Deeteste Ultimo gipo podemos definir a
su vez a los tumores con resistencia adquiidguellos con resistencia constitutiva o
de novo

Para llevar a cabo esta investigacidilizamos tumores pertenecientes a 4
familias tumorales diferentes del modd® carcinogénesis hormonal mamaria inducida
por MPA:

e Famila C4.

Tumores: C4-HI (respondedor a laagia con antiprogestagenos), C4-2-

HI (resistente constitutivo a los antiprogegnos), C4-HIR (resiente adquirido a los
antiprogestagenos)

e Familia 59.

Tumores: 59-2-HI (respondedor atéapia con antiprogestagenos), 59-

HI (resistente constitutivo a los antiprogestagenos)

e Familia 32.

Tumor: 32-2-HI (respondedor atirapia con antipgestagenos).
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e Familia C7.

Tumor: C7-2-HI (respondedor atlrapia con antiprogestagenos).

GENERACION DE NUEVAS VARIAN TES CON RESISTENCIA ADQUIRIDA.

Los tumores con patrén HI, sensibledaaterapia con antiprogestagenos, se
mantuvieron por pasajes singaws en hembras virgenes BALB/c. Cuando los tumores
alcanzaron un tamafio de 25-30 i las hembras se les colocopellet de RU-486
sc (6 mg). La mayoria de los tumorpsesentd un patrén deegresién ante el
tratamiento. En el caso de observar desarmdaesistencia en algun tumor, éste se
transplantd a 4 hembrasrgénes BALB/c, y cuando élimor alcanzé los 20 nfm
aproximadamente se colocé nuevamentepeitet de RU-486 (6 mg) de manera de
mantener la presion selecivy generar de forma estabél tumor con resistencia
adquirida al antiprogestagefieigura 2-1). Una vez obtenid mismo se procedio a su
caracterizacion.

Tumores independienies del MPA (-MPA)

Sensible a los Resistente
antiprogestagenos adquirido
+MPA MPA Hl HIR
' HD ' ‘ '
- + RU-486 + RU-486
Tumores dependiente
de MPA (+MPA)

Figura 2-1. Generacion de variantes tumorales con resistencia adquirida al RU-486.
Tratamos tumores HI con RU-486pgllet 6mg sc) hasta obtener un tumor que creciera en
presencia del antiprogestageno. Luego mantuvimessistencia adquirida por presion selectiva
con el RU-486 fellet 6mg sc) administrandolo a los ratones cada vez que los tumores
alcanzaran un tamafio de 25 fraproximadamente.

43



Materiales y Métodos

PASAJES TUMORALES.

El transplante tumoral se realizé wihdo un trocar en el que se coloca un trozo

de tumor de 2-3 mhen forma sc en el flanco inguinal derecho del animal. En el caso de

los tumores con resistencia adquiridaarmdo los mismos alcanzaron un tamafo de 25

mn¥ aproximadamente se les colocopelletde RU-486 de 6 mg sc para mantener la

presion selectiva.

HORMONAS, ANTIHORMONAS Y OTRAS DROGAS UTILIZADAS IN VIVO.

17 estradiol (E2, Sigma Aldrich): Se prepararpalletsde silastic de 5 mg.

RU 38486 (RU-486) o mifepristongdSigma Aldrich): Adminstrada de forma sc en
dosis de 12 mg/kg/dia o grelletsde silastic de 6 mg. Para inocularlo se preparo
una solucion madre de concentraci®f,2 mg/0,4 ml de etanol absoluto, y
diariamente se prepard la solucion tdgbajo 1/100 en solucion fisiologica (SF),
inyectandose 0,6 ml/ratén.

ZK 230211 (Bayer Schering Pharma AG, Berlin). Administrado de forma sc en
dosis de 12 mg/kg/dia. Se prepar6 sakcion madre de cgentracion 16.2 mg/0,4
ml de etanol absoluto, y diariamente mepard la soluciéme trabajo 1/100 en
solucion fisiologica (SF).

Citrato de tamoxifeno (Laboratorios Gador, Buenos AgeAdministrado de forma
sc en dosis de 5 mg/kg/dia. Se prepara solucidon madre de concentracion 20 mg/
ml de etanol absoluto, y diariamente mepard la soluciéme trabajo 1/100 en
solucién fisiologica (SF).

5 aza 2’ deoxicitidina(Sigma Aldrich): Administrado de forma ip en dosis de 0,75-
1 mg/kg/dia o dia por medio. Se prepan@ solucion madre de concentracién 10
mg/ml en DMSO: HO 1:1, y diariamente se prepata soluciéon de trabajo en
solucion fisiologica (SF).

Aglepristona (Virbac): Administrado en formale depot de 3 mg una vez a la

semana.
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DISENO EXPERMENTAL IN VIVO Y VALORACION DEL CRECIMIENTO
DE LOS TUMORES.
Los experimentosin vivo se realizaron utilizzdo un n=4-5 ratones por

tratamiento. Los experimentosefwon realizados por duplicado.

Los tratamientos con RU-486, EZ¥ 230211 comenzaron cuando los tumores
alcanzaron un tamafaproximado de 30-50 nfmEn los experimentos donde los
tumores fueron tratados con 5azadC (sommbinado), los tratamientos comenzaron
cuando los tumores eran palfegh Se midié dia por mexiel tamafio tumoral (ancho y
largo, mnf) de los tumores primarios con un ibe¢ Vernier. Con estos datos se
elaboraron las curvas de crecimiento (v tiempo) para los diferentes tratamientos

en las variantes tumorales estudiadas.

TOMA DE MUESTRAS.

Una vez finalizados los experimentas vivo los ratones se sacrificaron.
Mediante un corte sc ventrsg extirparon los tumores, tratando siempre de eliminar las
zonas necrgticas que generalmente se encuentran en el centro del tumor. Las muestras
destinados a estudios de inmunofluorescenciawgstern blot se guardaron
inmediatamente guardadas a —80°C, y lasinBdas a estudiger inmunohistoquimica
se fijaron en formalina al 10% en PBS 1ver apéndicg para ser luegincluidos en
parafina segun técnicas de rutina.

Las muestras para inmunofluoresceneiapebidas en O.C.T. (Tissue-Tek), se
cortaron en un criostato (18n) y montaron en portaobjeteganizados para aumentar
la adhesion.

Para analisis de metastasis, se tomaron durante las autopsias muestras de ganglio
axilar y de pulmon. Estas se fijaron en fatima al 10% en PB3X para ser luego

incluidos en parafina gén técnicas de rutina.
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[I- CULTIVOS PRIMARIOS.

Los cultivos primarios se realizaramilizando tumores de entre 50 y 100 fam
Los tumores se extirparon en esteriligdisgregando primero en forma mecéanica con
tijera y luego en presencia de la sofucienzimatica, agitanda 37°C durante 40
minutos (min). La suspension celular obtengsta compuesta principalmente por dos
poblaciones, una de estirpe epitelial y otraedérpe fibroblasticaPara separarlas se
utilizé la técnica de Pandis y col. con algunas modificaciones (Peindisl992). Esta
técnica se basa en que la velocidadsddimentacién de las células epiteliales que
forman agregados celulares es mayor qudeddos fibroblastos, permitiendo asi su
separacion luego de varias decantaciones diferenciales. Se colocaron las células en un
tubo de centrifuga junto con 15 ml deditede lavado y seentrifugaron a 1000 rpm
durante 10 min. Se descarté el sobrenadé®id y las células se resuspendieron en
medio con 10% suero fetal bovino (SFB). Lamension se dejé sedimentar durante 20
min; el sedimento constituye la fraccion enriquecida en células epiteliales que se
encuentran habitualmente en agregados shese obtiene la feaidn fibroblastica. A
la fraccién enriguecida en células epitelialede agreg6 15 ml daedio de lavado y se
resuspendieron las células. Las decaates fueron repetidas cada 20 min
descartandose el SN cada vez, hasta que no se detectasen mas células aisladas en en
pellet (aproximadamente 20 decantaciones). Este es el momento en que se considera
gue se han separado exitosamente las células epiteliales. Luego de la ultima decantacién
las células fueron resuspendidas en medio 0% SFB y se sembraron en placas de
cultivo (Figura 2-2).

Para la obtencién deultivos enriquecidos en céhd epiteliales, los agregados
celulares se dejaron adhedurante 48 hs en SFR0%, y luego se elimind
cuidadosamente el SN. Los cambios delimse realizaron cada 48 hs, reemplazandolo

por medio fresco con SFB 10%.

46



Materiales y Métodos

Pasaje en Raton hembra
BALB/c

Diseccion
D

Disgregacion Disg_reg'a_cién
Mecénica =y Enzimatica
Tripsina
I o B W !m‘ I - P

Albdmina
l Colagenasa Il
Sedimentacion

DMEM/F12

N +
Fibroblastos 2% SFB

Células epiteliales “n Veces”

\/

Siembra en placas de 6 wells
DMEM/F12 + 10% SFB

Figura 2-2. Representacion esquematica de cultivo de tumores primariqgomado de la
tesis doctoral de Caroline Lamb).

Para la obtencion de cultivos aquecidos en fibroblastos asociados a
carcinoma (CAFs), se tomd el SN de la girdecantacién y se sembro en placas de 6
hoyos en 10% SFB. Luego de 90 min, se ol@en las placas al microscopio y se
verificd que los CAFs estuvieran pegadosb&destacar que laslgis epiteliales no
son capaces de adherirse a las placas |ldegeste tiempo. Se realiz6 un cambio de
medio, eliminando asi las célulapiteliales contamantes, y se agregdé medio fresco
con 10% SFB. De esta forma solo crecendélulas pegadas, CAFs. Los cambios de

medio se realizaron cada 48 hs, reempidatp por medio fresco con 10% SFB.

REPIQUE DE CELULAS.

e Células epiteliales

Se lavaron las células con PBS estérise incubaron durante 2-10 min a 37°C
con la cantidad de tripsina necesaria conrta pabrir el fondo de la placa. Una vez que
las células se despegaron, se las pasoétabanconteniendo 10 nde medio de cultivo
con 10% SFB. Las células se centrifumyama 1000 rpm durante 10 min. Luego, se
descart6 el sobrenadante y pllet se resuspendié con 10% SFB. Finalmente, se

sembraron las células en las placas correspondientes.

eCAFs
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Los cultivos se repicaron luego de alcanzar un 90% de confluencia. Se realizaron
lavados con PBS estéril y utilizamos en este caso tripsina-EDTA en lugar de tripsina

sola, para levantarlos mas rapidamente.

ENSAYOS DE PROLIFERACION CELULAR (INCORPORACION DE *H-
TIMIDINA).
e Cultivos primarios de células epiteliales y CAFs

Los cultivos enriquecidos en células efies o fibroblasticas se subcultivaron
en placas de 96 hoyos y se incubaron durante 24 hs en SFB 10%, para permitir la
adhesién. Luego el medio se reemplazé $BFch 1% durante 24 hs. Las células se
incubaron durante 48 hs con las solucioc@sespondientes, re@hazandose, a las 24
hs, el 50% del volumen de cada hoyo podimele prueba fresco. Los ensayos se
realizaron por octuplicado. Durante las UdBnl8 hs de incubacion se aplicé un pulso
de 0,4uCi de®H-timidina (NEN, actividad espdida 20 Ci/mmol) en cada hoyo. Luego
los cultivos se tripsinizaron y cosecbar en un cosechador de células, y la
radioactividad incorporada se midié en un contador de centijlédo beta durante 1

min.

Para los experimentos donde utilizamasagente desmetilante 5azadC, las
células epiteliales purdfadas se sembraron directamente en placas de 96 hoyos en SFB
10%. Una vez pegadas las cé&utz iniciaron los tratamies correspondientes por 48
hs en SFB 10%. Esto se debe a que paeael 5azadC se incorpore las células deben

estar dividiéndose.

e Cocultivos de células epiteliales con CAFs

Luego de levantar las células con tniasi se realiz6 un recuento celular en
camara de Neubauer. Aproximadamentaieimo namero (~2000) de células epiteliales
y CAFs se sembraron solas o en las dif@®ebmbinaciones en placas de 96 hoyos en
SFB 10%. Luego de 24 hs el medio fteemplazado por 1% SFBch. Los cultivos
estuvieron durante 48 hs en estas condisioreemplazandose, a las 24 hs, el 50% del
volumen de cada hoyo por medio 1% SFB etguo de hormonas (SFBch) fresco. Los
ensayos se realizaron pottuglicado. Durante las ultimds8 hs de incubacion se aplico

un pulso de 0,4Ci de *H-timidina (NEN, actividad gmecifica 20 Ci/mmol) en cada
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hoyo. Luego los cultivos se tripsinizaron yseoharon en un cosechador de células, y la
radioactividad incorporada se midié en un contador de centi&jlédo beta durante 1

min.

ENSAYO DE MIGRACION CELULAR (ENSAYO DE LA HERIDA).

Los cultivos enriquecidos en células elpies se sembraron en placas de petri
en medio de cultivo con SFB 10%. @da las células alcanzaron un 80-90 % de
confluencia aproximadamente se reatima8 heridas por placa con un tip de 200
esteril. Una vez realizadasslaeridas, se cambié el medio de cultivo por medio fresco
con el fin de lavar las células despreladi. EI medio de cultivo con SFB 10% se

cambio todos los dias por medio fresco.

HORMONAS, ANTIHORMONAS Y DROGAS UTILIZADAS IN VITRO.
e MPA (Sigma Aldrich)
e RU 38486 o mifepristonaSigma Aldrich)
e ZK 230211 (Bayer Schering Pharma AG)
e 17f-estradiol (Sigma Aldrich)
e 5 aza 2'deoxicitidina(Sigma Aldrich)

[lI- EXTRACTOS TUMORA LES Y CELULARES.

PREPARACION DE EXTRACTOS CITOSOLICOS Y NUCLEARES DE
MUESTRAS DE TUMOR, PARA ANALIZAR POR WESTERN BLOT.

Los tumores se pesaron y se agrego 4 veces su pBsdfeleAy los inhibidores
de proteasas al 0,1%. Mani&mdolos constantemente en hielo, los tumores fueron
homogeneizados en un politron (Teckmdrgqsta obtener los homogenatos que se
dejaron reposar en hielo dutartO min, para luego continueon el siguiente esquema

experimental (Figura 2-3) y obtener fin@nte los extractos citosolicos y nucleares.

49



Materiales y Métodos

Obtencion de extractos citosolicos v nucleares

@ Homogenato, 452

\ Centrifugacidn ; 4° C, 10 miratos, 2000 rpm.

g

N

Elpellet se resuspernde en Buffer A-
@ 0.25 M Suecrosa- 0.4 M NaCl+

inhibidores de proteasas al0.1%.
Siempre en fria.

sohrenadart e pellet

Centtifugarcion: 4°C, | 20
mitatos, 200001pm

Centtifiagacidn: 4°C, | 20
mirtas, 200000 m

|
g

Sobrenadante; Extrac to citesolico. Zobrenadante: Extracte nuclear. 3e
e conserva a —20 °C hasta el corserva a —al *C hasta el momento
momento de zer utilizado. de ser utilizado.

Figura 2-3. (Adaptado de (Helgueroet al. 2003) La cantidad total de proteinas en estos extractos se
cuantific6 mediante la técnica de Lowry \er apéndicg
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EXTRACTOS CELU LARES TOTALES.

Se realizaron a partir de cultivos prinaarde células epii@les C4-Hl, C4-HIR,
C4-2-Hl, 59-HI, 59-2-HI, 59-2-HIR. Los cultbs se lavaron con FBfrio, y las células
fueron lisadas con dluffer comercialM-PER (nmammalian protein extraction reagent,
Thermo Scientific), mas inhibidoresle proteasas, segun recomendaciones del
fabricante Los extractos fueron inmediatamente congelados&-fifista ser utilizados

en ensayos de WB. Se estimo la conceittrage proteinas por el método de Lowry.

PREPARACION DE EXTRACTOS CELULARES NUCLEARES Y
CITOSOLICOS.

Se realizaron a partir de cultivosirparios de células epiteliales C4-HI, C4-
HIR, C4-2-HI, 59-HI, 59-2-HI, 59-2-HIR. Losultivos se lavaron con PBS frio, y las
células fueron recolectadas y centrifdga a 3300 rpm por 10 min a 4°C.pelletde
células se resuspendio kaffer TEDGS 10% en presencia dibidores de proteasas
(0,5 mM PMSF, 0,025 mM ZPCK, 0,0025 mM.CK, 0,025 mM TPCK, 0,025 mM
TAME ) en hielo. El homogenato selvié a centrifugar a 3300 rpm, 10 min., 4°C.
Como resultado se obtuvo un sobrenadantesquelvio a centrifugar a 12000 rpm, 20
min, 4° y se guardod a -70°C. El sobrenadamatetiene la fraccion citosolica. Por otra
parte, elpellet obtenido luego de centrifuga 3300 rpm se resuspendio lauffer de
lavado de nucleos (TEDG 10% + NP-40M1%) en presencia de inhibidores de
proteasas. Luego de centrifugaB300 rpm por 10 min a 4°C, lletconteniendo los
nucleos celulares se resuspendierobudfer TEDGS + 0,4 M KCI méas inhibidores de
proteasas, que permite la rotura de loslens: Se ayudo al disggado del extracto
utilizando una jeringa y se dejo extraerhéelo durante 30 min. Luego se centrifugo a
12000 rpm por 20 min a 4°C. El sobrenadamdestituyd el extcto nuclear, y fue
diluido 1:2 en TEDGS - 30% glicerol mashibidores de proteasas, para reducir la
concentracion de sales. Se guardaron logtxts a -70°C y se cuantificaron los niveles

de proteinas por el método de Lowry.

IV- WESTERN BLOT.

Las muestras (50-100g de proteinas totales/calle) se separaron en un gel de
poliacrilamida discontinuo usando el sistema lidfers discontinuos deLaemmli
(Laemmli 1970). Se corrié un conjunto de marcadores de peso molecular en cada gel.

Las proteinas se disolvieron en solucion desnaturalizamtek{ng buffey y se
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hirvieron durante 5 min. Se realiz6 leediroforesis durante 20-30 min a 20 mA/gel
hasta que la muestra paso el gel concdatray por 90-120 min 85 mA/gel en el gel
separador. Luego, las proteinas se trdesfn a una membrana de nitrocelulosa
durante 1 h a 100 V. Las membranas se bloguedurante toda la noche en solucién de
bloqueo. Al terminar el bloqueo, las membranas se lavaron varias veces en PBST y
luego se incubaron con los anticuerpasprios correspondientes durante 16 hs@ 4

en agitacion. Luego de varios lavados RBST, se agrego el anticuerpo secundario
conjugado con la enzima peroxidasa. Se revelaron las bandas inmunoreactivas con el
sustrato quimioluminiscente, que al seodificado por la peroxidasa del anticuerpo
secundario, d4 una sefial quimioluminiscente. Patalizar la sefial, las membranas se
expusieron a una placa radiografica. Los gake cuantificaron utilizando el programa
ImageJ Sélo se cuantifico la intensidad lds bandas en los gsldonde la proporcion

de intensidad se mantuvo lineal.

V- INMUNOHISTOQUIMICA.

Los cortes se desparafinaron en Xilolahte 30 min y re-hidratados por pasajes
sucesivos en alcoholes de concentracéeraetiente (10 min cada uno). Luego de lavar
con agua destilada, se inkibia actividad de la peroxida endégena con peroxido de
hidrogeno al 10% en PBS 1X¢gr apéndick durante 20 min. A antinuacion se lavo
con PBS 1X para luego bloquear con SBB10% en PBS 1Xdurante 1 hs a
temperatura ambiente en cdmara humeda. Finalmente se incubaron los cortes
histoldgicos con los anticuerpos primarios diluidos en SFB al 4% en PBS 1X durante
toda la noche a 4°C. ego del lavado con éluffer salino, se incubo6 con el anticuerpo
secundario biotinilado diluido en PBS 1Xrdaote 1 hs a temperatura ambiente en
camara humeda. Las reacciones antigeno-wamfio fueron detectadas utilizando el
Complejo Avidina Biotina (ABC kit Veetstain VECTOR). Se reveld6 con 3-
3"diaminobencidina (DAB, Sigma) activag@eviamente con perdxido de hidrogeno.
Esta reaccion se detuvo sumergiendo los \sden agua destilada. Para contrastar la
marca positiva se tifieron los nucleosnchematoxilina (Biopur) y finalmente se
deshidrataron los ca$ pasandolos por alwoles de graduacién creciente (10 min cada
uno) y xilol para finalmente montarlos emedio sintético (DPX). Como control de
especificidad de la sefial se omiti6 di@arerpo primario, reemplazandolo por PBS 1X.

Los cortes se observaron por un rgmopio optico Nikon Eclipse EB00. Las

fotos se tomaron con una maquina digitétdon asociada a este miscroscopio utilizando
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el software ACT-2U. Para cadnticuerpo se procesaron tagestras a comparar entre

si, en el mismo momento y en iguales condiciones.

VI- INMUNOFLUORESCENCIA.

Cortes de criéstato.

Los cortes histolégicos (18m) se fijaron en formalina al 10% en PBS 1X
durante 20 min a temperatura ambiente y se lavaron en PBSet>Xagéndicg A
continuacion se bloquearowef apéndiceen camara himeda a temperatura ambiente
durante 2 hs. Luego se incubaron con ldgaerpos primarios diluidos en SFB 4% en
PBS 1X, durante toda la noche a 4° Cs lanrtes fueron lavados con PBS 1X e
incubados en oscuridad conagiticuerpo secundario flu@eeinado diluidoen PBS 1X
durante 1 hs a temperatura ambiente en Gmameda. Luego de varios lavados con el
buffer salino, se contrastaron los nucleos tmduro de Propidio (2000 de la solucion
madre,ver apéndickdurante 2 min, para finalmenteontar los cortes con Vectashield
(VECTOR) y sellar con esmalte. Las muestras fueron conservadas a —20 °C. En este
caso se utilizaron también anticuerpos mommhclonales especificos, detallados en la
Tabla 2-2. Como control de especificidadldesefial se omitié el anticuerpo primario,
reemplazandolo por PBS 1X.

Los cortes se observaron con un micogso confocal Nikon Eclipse ES800, y
las correspondientes fotos fueron tomadas eosoftware EZ-C1 2.10. En todos los
casos, al determinar la intensidad a la que se tomaron las fotografias, se resto el
backgroundocasionado por el #ouerpo secundario.

Para cada anticuerpo se procesaronntagstras a comparar entre si, en el

mismo momento y en iguales condiciones.
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Cultivos primarios

Las IF se realizaronon células epiteliales en ltiwo. Las mismas fueron
crecidas hasta un 80% de confluenciaceamber slidegLab-Tek, Nunc), y el dia
anterior a ser utilizadas se cambi6 eldinede crecimiento por medio con 1% SFBch.
Las células se lavaron con PBS frio y @urefijadas en etandl0% a -20°C. Se lavo
luego con PBS y se bloqued con 10% SFBPBS durante 1 h a temperatura ambiente.
Luego, se incubo con el primer anticuedioido 1/100 en 4% SFB en PBS durante 16
hs a 4°C. Se lavo con PBS y se incubd derdnh con el anticupo secundario 1:100
en 4% SFB en PBS. Se tifieron los nucleos con DARQ(tI) o ioduro de propidio
(IP, 1 pg/ml) durante 5 min, se lavé y se mamn los preparados con solucion de
montaje para fluorescencia (Vectashield, Vetttrs). Se observaron los preparados en
un microscopio confocal Nikon.

En el caso de las IF para células tratadasel agente desmetilante 5azadC, las
mismas se mantuvieron en 10% SFB sdtmntrol) o con la correspondiente
concentracion del agente desmetilante, y luego se continu6é con el mismo protocolo de

fijacion e inmunofluorescencia.
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VIl- PCR ESPECIFICA PARA METILACION (MSP).

EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE TUMORES.

Se colocaron los tumores en nitrogeliquido y se tritraron con mortero
enfriado previamente. El polvo obtenido se resuspendiuffarde digestion (1,2 ml x
c/100mg). Las muestras se incubaron ONO&C. Luego se centrifugaron 15 min a
12000 rpm. Se conservo el sobrenadaBte.agregd 1 volumen de fenol-cloroformo-
isoamilico (25:24:1)

Digestion

Las muestras se incubaron a 50°C QMNego se las centrifugd durante 15 min
a 120000 rpm conservando el sobrenadanteag&gd 1volumen de fenol-cloroformo-
isoamilico (25:24:1; comunmente no mas de 200y se mezclaron los tubos por
inversiones, dejandolos reposaego por 2 min a temperatura ambiente. Se centrifugd
durante 10 min a 12000 rpm. La fase acuses&ransfirio a unubo nuevo y se agrego
% volumen de acetato de amonio 7,5 M1 wolumen de isopropanol. Se dejaron
reposar los tubos a -20°C durante 30 migoAtinuacion las muests se centrifugaron
a 12000 rpm durante unos 15 min y se dédaglrsobrenadante. Se lavaron peslet
con etanol al 70%, dejandolos secar luagmperatura ambiente (minimo 30 min).
Para finalizar seesuspendieron lopelletsen un volumen de 50 a 1Q0 de agua

molecular.

PCR ESPECIFICA PARA METILACION.

ADN gendmico (1 pg) de cada muestra alizar se desnaturab por la adicion
de NaOH 0,3 M e incubacion a 42°C duras@emin. A continuacion el ADN se tratd
con bisulfito de sodio 3,3 M e hidroquinoa9 mM y se incubd la muestra a 55°C
durante 16 hs en agitacion. Finalment&BN modificado se purifié utilizando el kit
deWizard DNA purification resiiPromega, MAdiso, WI).

Para la reacciéon de PCR se utilmarl50 ng del ADN modificado con bisulfito
de sodio. La reaccion de PCR fue readia con los siguientes reactivos: P@Rer 1X,
MgCl, 1,5 mM, dNTPs 200 pM, 0,2 uM de cada uno deptimersy 1 unidad de Taq
Platinum Polymerasa (Invitrogen, CarlsbadA). Para amplificar los sitios CpG
metilados y no metilados se utilizaron lpsmers detallados en la Tabla 2-1. Estos
primers fueron diseflados utilizando sbftware Methyl Primer Express Software 1.0
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(Applied Biosystems, Fosterit, CA) utilizando la secuaria del promotor y primer

exon del RPHttp://www.ensembl.org/Mus_musculus/index.hthagiharaet al. 1994).

La reaccion de PCR fue realizada conpaso de desnaturalizacion inicial a
94°C durante 5 min, continuado por 3xlas de 45 segundos a 94°C, luego la
temperatura dannealing por 45 segs, un paso de extension de 45 segs a 45°C y un
final paso de extensidon de frin a 72°C. La temperatura denealingpara logrimers
My UM se detallan en la Tabla 2-1.

ADN normal de linfocitos de ratdon supermetilado con la enz8sb
metiltransferasa (New England Biolabs, Beverly, MA) y modificado a continuacion
con bisulfito de sodio como sxplico previamente, fue utilizado como control de ADN
metilado con todos los primers. ADN normal ldd€ocitos de rabn tratado solo con

bisulfito de sodio fue utilizadoomo control de ADN no metilado.

Se sembraron 20 del producto de PCR en geles de agarosa del 2%.

Primers Secuencia Temp. de
annealing
PRIF M §' GGGOGGGTTITITIAGAGC ¥ s7°C
PRIR M §' CTCCGTTCTCCTACAACGCACA 3 58 °C
PR1F UM 8 TITIGGGIGGGLI I TITTAGAGT 3° L e
PRIR T™M §' TACTCATICTCCTACAACAACAA MV S8°C
PR2F M | S’ATTTTAICGTITATCGGGATAGCGC?3 62°C
PR2ZR M 5 ATAAATATAAAATCGCAAAACCCG S 57°C
PR2ZF TM S TATTITATIGTITATTGGGATAGIGT 3! 56°C
PRZR UM | 5’ AATAAATATAAAATCACAAAACCCA Y 54°C
PRIF M | ¥ GAAGAAATACGAAAAAAAGTTITIC® 56°C
PRAR M | S’ ATAAATATAAAATCGCAAAACCCOGR 57 °(
FRIF UM | 5 AGAAGAAATATGAAAAAAAGTTTIITIT 3 54°C
PRIR UM | S"AATAAATATAAAATCACAAAACCCA Y S4°C
PRAF M §’ CTTTTTTATACGTITIGGCGITIC 3’ 58°C
PR4R M 5 CACG'TCGAACAACGACTACT 3 58 "C
FR4F M S AGGTTTITIITATATGTITGGIGITIT 3 S6°C
PR4R UM 5 CTCCACATCAAACAACAACTACT 3 59°C

Tabla 2-1 Primers especificos para amplificar los sitios CpG metilados (M) y no
metilados (UM) en el promotor y primer exon de RPA. Fforward; R: reverse.
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CLONADO Y SECUENCIACION DEL PRODUCTO DE PCR.

Se clonaron los productos &R obtenidos de todas|muestras con el par de
primers PR4 M y UM con el kit pCR2.1- TRO (Invitrogen). Los plasmidos se
transfectaron en bacterias competentesliEl€oP10. Estas bacterias se plaquearon en
placas de petri conteniendo LB agar con ampicilina (100 pug/ml) y 40 pl de X-gal (40
mg/ml). Las colonias transfectadas se a&imaron de color blanco. Aproximadamente
20 colonias de cada producto fueron evdéisapor PCR para col@ para asegurarnos
gue las mismas realmente contuviesen etlpecto de PCR, y 10 lmmias positivas se
repicaron, sembradas en criotubos contetoel B agar con ampicilina (100 pug/ml) y
enviadas a Macrogen Inc, Korea, dondeaaisi los plasmidos y llevaron a cabo la
secuenciacion de los fragmentos. Para andtzaesultados de las secuencias se utilizd
el software EMBLE-EBI Iittp://www.ebi.ac.uk

VIII- ANALISIS ESTADISTICO.

En los experimentos de proliferacion celular y recuento de células, las
diferencias entre concentranes de un unico tratamienyoel control se compararon
usando ANOVA ytestde Tukeypara comparar grupos emtsi. Las diferencias entre
medias de dos tratamientos se evaluaron con una pftielske Student utilizando el
programaGraphPad Prisn{version 4.0 para Windows, GraphPad Software Inc.).

En las curvas de regresion tumoral se calcularon las pendientes de las mismas y
se analizé si diferian significativamente entre si, con el prog@raphPad Prism
(version 4.0 para Windows, GraphPad Software Inc.).

En los ensayos de WB, la intensiddd las bandas se cuantific6 usando el
softwarelmage J(1.345 NIH).

En las H&E de tumores, el estroma se cuantific6 usando el softmage J
(1.345 NIH).
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Materiales y Métodos

IX- ANTICUERPOS UTILIZADOS.

A continuacion se detallan todos lostiamerpos primarioautilizados. Para
western blottodos los anticuerpos primarios faerincubados en PBS-T con leche al
5%. La concentracion des Ac utilizados paravestern blotse detalla en la Tabla 2-2.
Para inmunohistoquimica e inmunofluorescandbdos los anti@rpos primarios y
secundarios se diluyeron 1/100 en SFB 10% en PBS 1X.

Ac 1° Dilucion Caracteristica Ac 20
WB
Policlonal Anti-conejo.
RP -C19 1/500 .Santa Cruz Biotech. VECTOR (In)
SC-538 Amersham (WB)
Monoclonal Anti-raton.
RP -Ab6 1/500 Neomarkers. VECTOR (In)
hPRa6-MS-196-P Amersham (WB)
Monaoclonal Anti-raton.
RP -Ab7 1/500 Neomarkers. VECTOR (In)
hPRa7 MS-197-P Amersham (WB)
Policlonal Anti-conejo.
REa -MC20 1/500 Santa Cruz Biotech. VECTOR (In)
SC-542 Amersham (WB)
Policlonal Anti-conejo.
PTEN 1/1000 Santa Cruz Biotech. VECTOR (In)
SC-7974 Amersham (WB)
Policlonal
Akt total 1/1000 Abcam Anti-rconejo
Ab-32199 Amersham (WB)
Policlonal
p-Akt 1/1000 Cell Signaling Anti-rconejo
9271 Amersham (WB)
Policlonal Anti-conejo.
Dnmt 1 1/500 Santa Cruz Biotech. VECTOR (In)
SC-20701 Amersham (WB)
Policlonal Anti-conejo.
Dnmt 3a 1/500 Santa Cruz Biotech. VECTOR (In)
SC- 20703 Amersham (WB)
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Policlonal
Santa Cruz Biotech. Anti-conejo.
Dnmt 3b 1/500 SC- 20704 VECTOR (In)
Amersham (WB)
Policlonal
RARB 1/500 Santa Cruz Biotech. Anti-conejo.
SC-14028 Amersham (WB)
Policlonal Anti-conejo.
pl6 1/500 Santa Cruz Biotech. VECTOR (In)
SC-1207 Amersham (WB)
Policlonal Anti-conejo.
Rb 1/500 Santa Cruz Biotech. VECTOR (In)
SC-50 Amersham (WB)
Policlonal
p-ERK1/2 1/1000 Santa Cruz Biotech. Anti- conejo
SC-7383 Amersham (WB)
Policlonal
ERK %2 1/2000 Santa Cruz Biotech. Anti- conejo
SC-94 Amersham (WB)
Policlonal
E-caderina 1/2000 BD transduction lab. Anti-rconejo
610182 Amersham (WB)
Policlonal
Actina 1/500 Neomarkers. Anti- conejo
SC-1616-r Amersham (WB)
Policlonal
MMP9 Santa Cruz Biotech. Anti- Goat
SC-6840 VECTOR (In)

Tabla 2-2 Anticuerpos utilizados para western blot (WB), Inmunohistoquimica e
Inmunofluorescencia (In). Se detallan las diluciones y caracteristicas de cada anticuerpo.
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PARTE |

OBTENCION DE VARIANTES CO N RESISTENCIA ADQUIRIDA
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Dentro del modelo de carcinomas mamsrinducidos por MPA, a partir de
tumores hormono-dependientes (HD) se aalesarrollado esp@meamente diversas
variantes hormono-independientes (HI). Algunas de ellas, resultaron sensibles a la
terapia con antiprogestagenos (C4-Hl, 59-232-2-Hl y C7-2-HI), mientras que otras
mostraron resistencia constitutiva (C4-2-6B;HI, 32-HI y C7-HI) a dicho tratamiento.

Con el objetivo de generar diferenteariantes tumorales con resistencia
adquirida a los antiprogestagenos, tratama los tumores HI sensibles a los
antiprogestagenos con RU-486, durante ehfio necesario para generar, por presion

selectiva, sus respectivaariantes resistentes:

e Familia tumoral C4.

A partir de los tumores C4-HI, se gedepor presion selectiva, la variante
resistente al RU-486 (C4-HIR). Los ratsnportadores de tumores C4-HI se trataron
con el antiprogestagenpglletde 6 mg) durante un mes. Durante los primeros 15 dias
de tratamiento mostraron un patron de esgm tipico del tumor C4-HlI, hasta que uno
de los tumores dejo de responder. Este tdomitransplantado a ratones tratados con el
antiprogestageno, generandose asi la variasistente denominada C4-HIR. La misma
fue mantenida por pasajes singeneicosljzaos cada 30 dias, en ratones hembras
virgenes BALB/c de dos meses de edad a las que se les administro el RU-486 cada vez
que el tumor alcanzara un tamafio de 25 mpnoximadamente.

Asimismo, uno de los objetivos de mesina de Licenciatura habia sido
investigar si la resistenciagereversible. Efectivamente, a partir de la variante C4-HIR,
logramos revertir la resmtcia luego de 7 pasajesnsecutivos en ausencia del
antiprogestageno, obteniendo la variante TR-Fkevertante (C4-HIRev). Finalmente,
por presion selectiva de los tumores CHReél con el antiprogestageno RU-486, se
obtuvieron las nuevas variantes eesistencia adquirida C4-HIRR.

Ademas, en la familia de tumores C4, contamos con la variante con resistencia
constitutiva al tratamiento con antigestdgenos (C4-2-HI), que se genero
espontaneamente a partir de tumores C4-HD.

En la Figura 3-1, se muestra en forma esquematica como se obtuvo cada

variante tumoral de la familia C4 utilizada en este trabajo de tesis.
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Familia fumoral C4 Tumores independientes dal MPA (-MPA)
Sensible a los Resistenite  Sensbie alos Resisiente
antiprogestigenos adquirkdo  antiprogestigenos adquiido
!.M H C4HIRev CA-HIRR
+MPA MPA o ’ 2
PE fz—*!’@« ¥h., -..& +Ru-4as +RU-486 -RU-486 “RU486 ‘+Ru-488
04- KP@A ‘ — M
Tumoras dapendientos del MPA C4-2-HI Hl
(+MPA)
Resistente constitutive

Figura 3-1. Esquema que muestra las distin@variantes de la familia C4.

e Familia tumoral 59.

A partir de los tumores 59-2-Hl, se gemeor presion selectiva la variante
resistente al antiprogestdgeno 59-2-HIRs ratones portadores de los tumores Hi
fueron tratados con RU-486pdlletsde 6 mg; sc) durante dos meses. Durante los
primeros 30 dias de tratamiento mostratonpatron de regrasn caracteristico del
tumor (Vanzulliet al.2002), hasta que uno de los tunsodejo de respater al RU-486.
Este tumor se transplanté a ratones dagacon la antihormona, generandose asi la
variante resistente al RU-486. Dicha aate se mantuvo por pasajes singeneicos
realizados cada 30 dias, etorees hembras virgenes de dos meses de edad a las que se
les administr6 el RU-486 cada vez gektumor alcanzara un tamafio de 25 “mm
aproximadamente.

Asimismo en la familia 59, contamos clanvariante con resistencia constitutiva
al RU-486 (59-HI), que se generd espontaredema partir de tumores 59-HD. En la
Figura 3-2, se muestra en forma esquematicao se obtuvo cada variante tumoral de
la familia 59 utilizada en este trabajo de tesis.
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Famiia tumoral 58 Tumoares independientas dal MPA {-MPA)
Sansble a los Resaistante
antiprogeatégenos adquirdo
59-2-HI 589-2-HIR

MPA MPA LEI e B ., — ,ﬁ_@@ﬁ_:&
o F . - Sy p,
A= o ,te’zg" CRU488 S RU488

50-HD' Twpm g
Tumeres dependiantes dal MPA 50-H '
(+MPA)
Resistente constitutivo

Figura 3-2. Esquema que muestra las distintas variantes de la familia 59.

e Familia tumoral C7.

A partir de los tumores C7-HD se habigyorado la variant€7-HI, que si bien
en un principio era respondira a antiprogestagenos, &rma espontanea y sin
presion selectiva, evoluciond dia una resistencia constitwdi. Por lo tanto cuando se
descongeldé un pasaje temprano, a esteotuse lo denomindC7-2-HI para no
confundirlo con el que ya ciralba como resistente constiuati En este trabajo de tesis
generamos por presion selectiva la varidmteoral resistente al antiprogestageno C7-2-
HIR. Los ratones portadore® los tumores C7-2-HI fueramatados durante 4 meses
aproximadamente copellets de RU-486 de 6 mg que se renovaron mensualmente.
Durante los primeros 3 meses de traénto, los tumores mostraron un patron de
regresion caracteristico, hagfae uno de ellos gt de responder antiprogestageno.
Este tumor se transplanté en ratonesatteés con la antihormona, generandose asi la
variante resistente al RU-486. Dicha waate se mantuvo por pasajes singeneicos,
realizados cada 90 dias, en ratones hemhirgenes BALB/c de dos meses de edad a
las que se les administr6 el RU-486 cada que el tumor alcanzara un tamafio de 25
mn? aproximadamente. A difereiacde lo ocurrido en las familias tumorales C4 y 59,
la obtencién de una variante tumoral estad®n resistencia adquirida en esta familia,
llevd 1 afio y medio aproximadamente. En Figura 3-3, se muestra en forma
esquematica como se obtuvo cada variante tumoral de la familia C7 utilizada en este

trabajo de tesis.
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Familia tumoral C7 Tumores independientes del MPA (-MPA)
Sensible a los Resisiente
anfiprogestgencs adquiido

C7-2H1 C7-2HIR

MPA MPA &A — "%ﬁ — &,

A + - P Y f

AL = P = ff@ +RU486  +RU-486
C7-HD HE. — M
Tumones dependientes del MPA c7-|-||
(+MPA)
Resistente conatitutiva

Figura 3-3. Esquema que muestra las distintas variantes de la familia C7.

e Familia tumoral 32.

A partir de los tumores 32-2-HI, de la misma manera que en los casos anteriores,
se generO por presion sdiga la variante resistente al antiprogestageno 32-2-HIR.
Durante los primeros 30 dias de traiamo, los tumores mostraron un patron de
regresion caracteristico, haspze uno de ellos dejé desponder al RU-486. Este tumor
fue transplantado en ratandratados con el antipragfdgeno, generandose asi la
variante resistente. Dicha variante, fuenteaida por pasajes singeneicos, realizados
cada 30 dias, en ratones hembras virgendsBRAde dos meses de edad a las que se
les administré el RU-486 cada vez geketumor alcanzara un tamafio de 25 imm

aproximadamente.

Famiia tumoral 32 Tumores independientes del MPA {-MPA)
Sensible a los Resistante
antiprogestégencs adquidda
32-2H| 322HIR
202 000 g ML . f; *RU4B8  *RU488
© s2HD’ N, e
Tumores dependientes dal MPA 2-H '
(+MPA)
Reslatente consitutive

Figura 3-4. Esquema que muestra las distintas variantes de la familia 32.
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De las 4 familias estudiadas, los Unicos tumores que mostraron una regresion
completa son los 32-2-HI. Esto nos motivo a elegir dicha variante para investigar la
posibilidad de obtener unamé&ion completa del tumoroa el RU-486, sin recaidas, y
evaluar asimismo la posible toxicidad del tratamiento a largo plazo.

Seguimiento de ratones portadores ddumores 32-2-HI durante un afio de
tratamiento con el antiprogestdgeno RU-486.

En un experimento preliminar, reado con 2 ratones, los tumores
regresionaron completamente con el RU-486 administrado en forpedletele 6 mg, y
renovados cada mes. De esta manera, toega permanecieron libres de tumor durante
un afo (no se muestra). En el segundo emymTio, que se muestra en la Figura 3-5,
utilizamos 12 ratones. Todoseion tratados con el RU-48@¢(let de 6 mg) hasta
presentar completa regresion tumoral. Ludgd® meses de tratamiento, solo 6 ratones
continuaron recibiendo la terapipe{lets6 mg renovados cada g)e mientras que los
otros 6 no. Este procedimiense llevo a cabo para estudg&rhabia recurrecia de la
enfermedad. Transcurridos 275 dias, los ratanes no estaban tratadseguian libres
de tumor y se sacrificaron. Los ratones cgalxian la terapia fueron sacrificados al dia
365 estando también libres de tumor (Fégu8-5). En ambos casos se realizaron
autopsias completas de los animales gargirmar que los mismos estaban libres de
enfermedad (tumores de mama y metastagippra estudiar el estado de los érganos
después de tan prolongada exposicion al RU-486. Como control, se autopsiaron 3
hembras BALB/c virgenes de un afio de edad. No se observgnas sie toxicidad en
los érganos estudiados (bazo, higado, rijigmulmén). Luego, nos intereso6 estudiar el
efecto del RU-486 a largo plazo en las dllas mamarias, para ello decidimos,
comparar las glandulas mamarias de¢omas tratados durante un afio con el
antiprogestageno y las glandulas mamariabatabras virgenes de afio de edad no
tratadas (controles). En la Figura 3-6, maestran cortes histolégicos de la mama
namero 4 de ratones tratados y no tratamws RU-486. En las hembras virgenes de un
afio de edad observamos mamas con caistatas de hembras afiosas que no
atravesaron las etapas de gestacion yamatd, formadas por abundante tejido fibro-
adiposo con escaso componente epitelial. aEHol mamario esta constituido por
conductos y unidades ductulares predomimaatee, y minimas a ausentes estructuras

I6bulo-alveolares. En la mayoria de lasnheas tratadas durante un afio con RU-486 no
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observamos grandes diferencias con respadts no tratadas. Leelacion estroma —
parénquima epitelial es similar. Al igual quelas hembras control, se observa fibrosis
periductal propia del envejecimiento. d.aonductos estan tapizados por células
epiteliales de mayor diametro con mamiasma y con una disposicion de mayor
ordenamiento celular. Esto pareceria indigae existe en estas glandulas mamarias
mayor actividad celular. Se observan ademfifrados linfocitarios no focalizados lo
que indicaria que no se trati® un area secuelar degresién tumoral, aunque no
podemos descartar que no sean producto mespaiesta inmune frente al tumor que fue
inicialmente implantado. El patron de invdlit en estas mamas no es tan claro como
en las mamas de las hembras virgenes no tratadas. Esto podria deberse a la presencia de
linfocitos que secretan quemoquinas a@s de generar un microambiente MAas
estimulado.

Finalemente, podemos decir que no asservaron signos de diseminacion

metastasica en los demas organos estudiados.
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12 A%+ RU-486

l

.TE- 6 é‘;ili; + RU-486
=) sacrificio
E a0 6 £55. _ RU-486
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lg 6 gﬁ‘: — RU-486
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Figura 3-5. Efecto del RU-486 a largo plazdSe tratarori2 hembras BALB/c portadoras de un
tumor 32-2-HI creciendo sc con RU-486ellet de 6 mg) durante 2 meses. Luego 6 hembras
continuaron con el tratamiento hasta el dia 365, renovangelles cada mes, y 6 hembras sin
tratamiento fueron sacrificadas al dia 275. Los 12 ratones permanecieron libres de enfermedad
hasta el dia del sacrificio.

- RU-486

+ RU-486

Figura 3-6. Glandulas mamarias de hembras virgees BALB/c de un afio de edad (arriba)

vs. glandulas mamarias de hembras virgenes BALB/c tratadas con RU-4§&let6 mg)
durante un afio en las cuales el tumor regresiondabajo). Las glandulas mamarias de las
hembras virgenes de un afio de edad presarsmacteristicas de hembras afiosas que no
atravesaron las etapas de gestagi lactancia. Las glandulas mamaa de las hembras tratadas

con el antiprogestageno durante un afiellét 6 mg) presentan caracteristicas similares. En
ambos casos se observa fibrosis periductal ( —» ) y en las tratadas infiltrados
linfocitarios ( ----» ) izg. 100 X; der 200 X.
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VALIDACION DE LOS EFECTOS DEL RU-486 CON EL ANTIPROGESTAGENO
ZK 230211IN VIVO.
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Utilizamos el ZK 230211 para investigarles tumores con resistencia adquirida al
RU-486 eran también resistentes a adrttiprogestdgeno con un mecanismo de accion
diferente. Para ello tratamos los tumo@&&HI y C4-HIR con los dos antiprogestagenos,
utilizando en ambos casos una dosis de 1Xgmljia. Como se muestra en la Figura 3-7,
obtuvimos el mismo grado de inhibicién del creeinto tumoral en la variante sensible C4-
HI, e igual grado de resisteaca ambos antiprogestagenos en la variante con resistencia
adquirida C4-HIR.

C4-HI C4-HIR

%)

Tamafio
tumoral me
8 3

Tamafio
tumoral (mm?)

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
dias dias

- Control & ZK 230211 = RU-4B6

Figura 3-7. EI RU-486 y el ZK 230211 tienen efecta@milares en los tumores sensibles C4-
HI y en los resistentes adquiridos C4-HIRLos tumores C4-HI y los C4-HIR mostraron una
respuesta similar a ambos antiprogestdgeBestransplantaron los tumores en forma sc y
cuando alcanzaron un tamafio de 50°reeicomenzaron los tratamientos— ) con vehiculo,
RU-486 o0 ZK 230211. Ambos antiprogestagefssron administrados diariamente con una
dosis de 12 mg/kg/dia. Se midieron con calibed §rea tumoral fue graficada, considerando dia
0 el dia que se comenzaron los tratamientos.
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Resumiendo, hemos generado 4 variaes con resistencia adquirida al RU-
486. Dichas variantes provienen de diferensetumores. Por lo tanto, si bien el
backgroundgenético en las 4 es el mismo ptatarse de animales endocriados, los
tumores son diferentes por lo que resultauna herramienta interesante para el
estudio de los mecanismos de adquigdhn de hormono-resistencia. Hemos
demostrado ademds, que estos tumores muestran resistencia a su vez a otro
antiprogestageno diferente (ZK 230211). Asiismo, demostramos que en algunos
tumores es posible obtener remisiones congtas aun después de haber suspendido
el tratamiento con antiprogestadgenos por mas de 200 dias. La falta de toxicidad
encontrada en ratones tratados duranteun afio con el RU-486 nos indica su
potencial como droga antineoplasica.

_____________ =
r
| RESISTENCIA ALOS |
UL DI, ! ANTIPROGESTAGENOS |
- ~ Piiatulhautyinidts phu b
C4-2-HI
59-HI
| C7-HI ] ADQUIRIDA
\ 2HI g o, —

N

4 C4-HIR
C4-HIRR
59-2-HIR
C7-2-HIR
J2-2-HIR

~

C4-HI
592-HI
C7-2-H1
32-2-HI

L

PRESION

SENSIBILIDAD A LOS
ANTIPROGESTAGENOS

71



Resultados

PARTE Il

CARACTERIZACION DE LAS VARI ANTES TUMORALES SENSIBLES Y
RESISTENTES AL RU-486.

EXPRESION DE RECEPTORES HORMONALES.
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Resultados previos de nuestro laborat@iuigerian un cambio en el perfil de
expresion de isoformas del RP en los tresoresistentes al RWB6, respecto a los
sensibles a dicho tratamiento. El objetivo degsxperimentos fue estudiar el perfil de
expresion de isoformas del RP en todas variantes tumorales con resistencia
adquirida o constitutiva al RU-486 compadalas siempre con las sensibles. En
principio, los experimentos se realiaar en las familias C4 y 59, y soOlo datos
seleccionados seran validados en las nuevas variantes resistentes de las familias C7 y
32.

Con el objetivo de estudiar existe un patron de exgsion en las isoformas del
RP, que diferencie a las vamites tumorales sensibles RlU-486 de las resistentes,
analizamos por IF western blotos niveles de expresion dRPA y RPB. Observamos
que en las variantes sensibles a los antipragests de la familia C4 (C4-HI, y C4-
HIRev) , 59 (59-2-HI) y 32 (3-2-HI) los niveles de expsidn de RPA son mayores o
iguales que los de RPB, mientras que en las 2 variantes resistentes constitutivas C4-2-
HI, 59-HI y en las resistentes adquiridaslae tres familias (C4-HIR, 59-2-HIR, C4-
HIRR, 32-2-HIR), los niveles de RPB son masnue los de RPA como se muestra en
los resultados que se describen a continuacion.

En la Figura 3-8, se muestran imagenes representativas de cortes de tejido
tumoral obtenidos por criostatEn verde se observarzarcacion nuclear del RPA por
inmunofluorescencia utilizandal anticuerpo (Ac.) C-19. Elos tumores C4-Hl y C4-
HIRev., ambos sensibles a antiprogestagenos, la marcacion resulté mayor (p<0,001) que
en el tumor resistente C4-HIR.

En la Figura 3-9a, se muestran las cud@srecimiento representativas de los
tumores de la familia C4 creciendo en animales tratados con Rp&&86§ mg s.c.) o
en los controles. En la Figura 3-9b, se muestnaestern bloton el Ac. C19 paraRPy
el MC20 para RE comparando las 5 variantes tumorales de la familia C4. Se
cuantificaron las bandas cospondientes a RPA y RPB se calculo la relacion
RPA/RPB. Las dos variantes sensibles;HI4y C4-HIRev, presetaron una relacion
RPA/RPB>1, mientras que las resistentes2¢Hl, C4-HIR y C4-HIRR mostraron una
proporcion RPA/RPB<1 (3001). La expresion de REsiguid el mismo patron que
RPA en los tumores C4-HI, C4-HIR y C4-HIRev, pero no en los C4-HIRR, donde pese

a gue se observan muy bajos nivelesxi@gesion de RPA, se detectadRE
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En la Figura 3-10, observamos que estosltados se reproducen en la familia
59, donde los tumores resistentes 59-HI (restst constitutivo) y 59-2-HIR (resistente
adquirido) expresan mayores niveles de RjgB de RPA. Al igual que en la familia
C4, el REx sigue el mismo patréae expresion que RPA.

En las Figuras 3-11 y 3-12, observamosclawas de crecimiento tumoral de las
variantes con resistencia adgga, obtenidas recientementa,C7-2-HIR y 32-2-HIR.
En la variante 32-2-HIR el p@n de isoformas observado peestern blotes similar al
del resto de los tumores resistentes, predanada la expresion de BPA diferencia de
los tumores con resistencia adquirida C4-HIR y 59-2-HIR, los niveles de RE
resultaron mayores que en la variasgasible 32-2-HI (p<0,001; Figura 3-12).

Estos resultados refuerzan nuestra legiét de que son aquellos tumores que
expresan mayor RPA los que respondda terapia con antiprogestagenos.
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C4-HI

100um

C4-HIR

C4-HIR ;
Revertante

Figura 3-8. Los tumores C4-HI y C4-HRev, sensibles al RU-486, expresan mayores niveles
de RPA que los resistentes adquiridos C4-HIRIF en cortes de criostato utilizando el Ac.
especifico para RPA (C19) en los tumores sensi®esll, resistentes C4-HIR y los revertantes
C4-HIRev. Verde: RPA (FITC). Azul: nucleos tefiidos con DAPI.

75



Resultados

—~ C4-H1 C4-2-HI C4-HIR
o §
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Figura 3-9. Los carcinomas mamarios de la failia tumoral C4 resistentes al RU-486
expresan mayores niveles de RPB que de RPA. &urvas de crecimiento tumoral
representativas de las variantes sensibles (CAEH-HIRevV), resistente constitutivo (C4-2-HI)

y resistentes adquiridos (C4-HIR y C4-HIRR) antiprogestagenos. Se transplantaron los
tumores en forma sc y cuando alcanzaron un tamafio de 58ermnmenzaron los tratamientos
(—» ) con vehiculo o RU-486) Analizamos powestern bloton el Ac. C19, la expresién del
RP, y con el Ac. MC20 la expresion del &REn extractos nucleares obtenidos de cada variante
tumoral crecida sin tratamiento hormonal. Las bandas correspondientes a RPA (83 kDa) y RPB
(115 kDa) fueron cuantificadas y se calcul6 lac®n RPA/RPB. Las dos variantes sensibles
(verde) muestran una relacion RPA/RPB >kmtias que los tres tumores resistentes (rojo)
muestran RPA/RPB<1; e b p<0,001. Como control de carga se utilizaron las ERKs. En los
mismos extractos se evalué también p@stern blotla expresion de RE Se muestra un
western blotrepresentativo de cuatro.
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Figura 3-10. Los tumores resistentes de la familitumoral 59 expresan mayores niveles de

RPB que de RPA. a)Curvas de crecimiento tumoral representativas de las variantes tumorales
sensibles (59-2-HI), resistente constitutiva (59-HI) y resistente adquirida (59-2-HIR) al
antiprogestageno RU-486. Se transplantaronido®res en forma s.c. y cuando alcanzaron un
tamafio de 50 mfMmse comenzaron los tratamientos—— ) con vehiculo o RU-486b)
Analizamos pomestern bloton el Ac. C19 la expresion deP y con el Ac. MC20 la expresion

del REx en extractos nucleares obtenidos de cadanta tumoral sin tratamiento hormonal. La
variante sensible 59-2-HI expresa mayores niveles de RPA que de RPB mientras en las dos
variantes resistentes 59-H|l y 59-2-HIR se obsdovaontrario. Como control de carga se
utilizaron las ERKs. En este caso no se cuantificaron las bandas, dada la ausencia casi total de
PRA en los tumores resistentes. Los mismosaetds se usaron para investigar la expresion de
REa, observandose un patron similar al de RPA.
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Figura 3-11 Curva de crecimiento tumoral represetativa de la variante con resistencia
adquirida C7-2-HIR. Se transplantaron los tumores femma s.c. y cuando alcanzaron un
tamafio de 50 mfrse comenzaron los tratamientos ) con vehiculo o RU-486.
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Figura 3-12 Curva de crecimiento tumoral represetativa de la variante con resistencia
adquirida 32-2-HIR, tumores que expresan mayores niveles de RPB que de RP8e
transplantaron los tumores en forma s.c. y cuando alcanzaron un tamafio de? 5@ mm
comenzaron los tratamientos{ ) con vehiculo o RU-486. Analizamesgptarn bloton el

Ac. C19 la expresion del RP y con el Ac. MC20 la expresion del &Eextractos nucleares de

las dos variantes tumorales sin tratamiehtmrmonal. Observamos que la variante con
resistencia adquirida 32-2-HIR expresa mayores niveles de RPB que de RPA mientras que la
variante sensible 32-2-HI muestra el patrén opuesto. Como control de carga se utilizaron las
ERKs.
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Hemos demostrado una asociacion &e la respuesta al RU-486 y alta
expresion de RPA: los tumores sendis son aquellos cuya relacion RPA/RPR. y
los resistentes, tanto constitutivos e¢oo adquiridos, aquellos cuya relacion
RPA/RPB<1. Por otra parte obsevamos que la expresion de R&c muestra cierto
paralelismo con la expresién de RPA elos tumores C4-HIR, 59-2-HIR, C4-2-HI y
59-HI, pero no en los C4-HIRR y 32-2-HIR.
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PARTE IV

CARACTERIZACION DE LAS VARIAN TES C4-HI, C4-HIR, C4-HIRev.

POTENCIAL METASTASICO, TASA DE CRECIMIENTO, ACTIVACION DE
ERK'Y AKT.
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Con el objetivo de estudiar si existe pifen entre la adquisién de la resistencia
a la terapia con antiprogestags y la progresiéde la enfermedad, analizamos en la
variante sensible (C4-HlI), la resistentimairida (C4-HIR) y larevertante (C4-HIRev):
a) el potencial metastéatico b tasa de crecimiento, c¢) la activacion de las quinasas
ERK1/2 y AKT.

a) Potencial metastasico.

Estudiamos en los ratones BALB/c portadores de estas tres variantes tumorales,
la presencia de metastasis axilares snalatopsias de los animales, confirmando los
resultados por analisis hisbgico. Como se detalla enffégura 3-13a, a los 55 dias de
haber inoculado los tumores, los ratopestadores de tumores C4-HI presentaron un
30% de metastasis axilares, mientras que los C4-HIR y los C4-HIRev un 86% y 90%
respectivamente. Esto significa, que pese a que la resistencia a los antiprogestagenos es
reversible como asi también el patron de expresion de isoformas, no ocurre lo mismo
con el potencial metastatico que no revigndicando que es un evento unidireccional.
Analizamos la expresion de la metaloprotem®MP-9 por IF, ya que se sabe que esta
proteina participa en los procesos dwasion degradando la matriz extracelular.
Observamos en la Figura 3-13b, que los tumores con mayor capacidad metastasica

muestran mayor expresion de MMP-9.

b) Tasa de crecimiento

Curiosamente, los tumores C4-HIR y C4-HIRev, con mayor potencial
metastético, presentaron una tasa deirorento menor (p<0,01; Figura 3-13a). Este
mismo resultado se observé en la familia 59, donde los tumores resistentes 59-HI y 59-
2-HIR mostraron una tasa de crecimientanareque los tumores sensibles 59-2-HI (no

se muestra).

c) Activacion de AKT y ERK

Las vias de AKT y MAPK han sido nduladas con la activacion ligando
independiente de los receptores para hors@steroides en tumores resistentes a la
terapia hormonal y también con la activacide cascadas metastasicas. Por dicho
motivo, y teniendo en cuenta que en estosores el aumento de malignidad no es
reversible como lo es la respuesta a hormonas, decidimos investigar como se activan las

vias de sefializacion de AKT y ERK en thstintos estadios de respuesta hormonal.
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Para ello analizamos los niveles de fosforilacion de AKT (estudiando sus sitios
de fosforilacion serina 473 y treonina 308)igy ERK1/2 en extractos tumorales de las
distintas variantes. Observamos erFlgura 3-14, que los tumores C4-HI presentan
menor activacion de ERK1/2 que los tue® C4-HIR y C4-HIRev (p<0,001). El
mismo patron de activacion se observa en la familia 59, donde los tumores 59-2-Hl
muestran menor activacion de ERK que38sHI y que los 59-2-HIR (Figura 3-14b).

Cuando estudiamos la activaciéon de AKdsfo-AKT; p-AKT) se observa que
en la familia C4 ocurre lo opuesto que ocurria con los niveles de fosfo-ERK (p-ERK);
son los tumores sensibles C4-HI los quessttan mayores niveles de p-Ser 473 AKT y
p-Thr 408 AKT (p<0,001; Figura 3-14c).
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C4-HI C4-HIR C4-HIRev

Metastasis axilar 30% (n=10) 86% (n=7)P 90% (n=10)°

Tasa de crecimiento
mm?/ dia 25+124 13+£1.20 14+130

C4-HIRev

Figura 3-13 EIl fenotipo metastatico no es reversible. dyletastasis axilares: porcentaje de
animales con metéastasis axilares luego de una autopsia a los 55 dias de realizado el transplante
singeneico del tumor; @ b p<0,01. La tasa de crecimiento tumoral, expresado efdiames

mayor en los tumores C4-HI, y mar en los C4-HIR y C4-HIRev; s b p<0,001b) Expresion

de MMP-9 por IF. Se usaron cortes de cri@siatubados con un @iouerpo primario Aco-

MMP9 y el secundario anti cabra acoplado a F(¥&de). Los nucleos se tifieron con IP (rojo)

Los tumores con mayor porcentaje de metastasis axilares (C4-HIR y C4-HIRev) presentan
mayores niveles de MMP-9. Barra: 1,00.
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Figura 3-14. La activacion de las quinasas ERKs y AKT evaluada pdiVestern blotes independiente

de la capacidad de los tumores deesponder a la terapia hormonal. aNiveles de activacion de ERK

en la fraccién citosdlica y nuclear en la familia €4.los tumores C4-HIR y C4-HIRev se observan altos
niveles de pERK1/2 (1y 2; avs. by c p<0,0@))Niveles de activacion de ERK en la fraccién nuclear en

la familia 59. Los dos tumores resistentes muestran mayores niveles de p-ERK (p<0,001). c) La activacién
de AKT correlaciona con la menor capacidad metastaSie observan altos niveles de p-Ser 473 y p-Thr
408 sélo en la variante sensible-B# En todos los casos se muestraw@stern blorepresentativo de 3.

O
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59-2-HIR
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Podemos resumir los resultados expuest@n la PARTE IV en el siguiente

esquema:

C4-HI [ pAKT | pERK | metastasis | tasa de erecimiento
C4HIR |pAKT | pERK | metastasis | tasa de crecimiento
C4HIRev | pAKT | PERK | metastasis | tasa de crecimiento

Demostramos con estos resultados que en este modelo de resistencia, la
progresion a un fenotipo méas agresivo esdependiente de la respuesta hormonal.
Asimismo, la activacion de las quinasatRK o AKT es independiente de la
capacidad de los tumores de responder a tarapia hormonal, pero si correlaciona
con la capacidad metastasica, teniendoddumores mas agresivos mas activada la
via de ERK y menos activada la via de AR. Ademas cabe mencionarse que como
AKT se encuentra mas activada en los tuores que presentaron mayor tasa de

crecimiento, podria sugerirse también una relacion entre estos dos fenbmenos.
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PARTE V

REVERSION DE LA RESISTENCIA POR TRATAMIENTO CON
ESTROGENOS.
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Resultados previos obtenidos durantéekina de licenciatura mostraron que el
tratamiento con E2pgllet 6 mg) durante 48 hs, inducia expresion de RPA en los
tumores con resistencia adquirida C4-HIR (Figura 3-15). Si nuestra hipotesis que
sostiene que la presencia de RPA es prediae la respuesta al tratamiento con RU-

486 es correcta, el tratamiento combinadd&dey RU-486 deberia inducir la regresion

de los tumores con resistencia adquirida. Rordecidimos estudiagi los tratamientos
combinados de RU-486 + E2 y RU-486 + NIAnhiben el crecimiento tumoral en las
variantes resistentes y si es posible demorar la aparicion de resistencia en la variante
sensible C4-HI.

Terapias combinadas en los tumores sensibles C4-HI.

Como se observa en la Figura 3-16a, en los tumores C4-HI el tratamiento
combinado con RU-486 (12 mg/kg/dia) + E2l{et5 mg), no ejercié un efecto aditivo
con respecto a las terapias simples derdos primeros 30 dias. Sin embargo,
transcurrido ese lapso, la terapia coradm siguid ejerciendo efectos inhibitorios
mientras que los tumores con terapias simptamenzaron a crecer. En la Figura 3-16c,
se muestran imagenes de tumores al final del experimento.

El tratamiento combinado con RU-4862 mg/kg/dia) + TAM (5 mg/kg/dia)
resulté mas efectivo que el tratamiento corMIgolo, pero no resulté mas eficiente que
la terapia con RU-486.

En un segundo experimento sacrificamos los animales a los 20 dias de
tratamiento y pesamos los tumores. Como se observa en la Figura 3-16a, en
concordancia con el primer experimento,seoobservaron diferencias entre los grupos

experimentales a los 2llas de tratamiento.

Terapias combinadas en los tumores soresistencia adquirida C4-HIR y 59-2-
HIR.

En los tumores C4-HIR, las terapiasrimnadas de RU-486 (12 mg/kg/dia) +
E2 (pellet 5 mg) y RU-486 + TAM (5 mg/kg/diayevirtieron la resistencia al
antiprogestageno. Como en el caso aotessacrificamos los animales 20 diasst
tratamiento y pesamos los tumores. El pdsolos tumores C4-HIR que recibieron
tratamientos combinados fue significatimente menor (p<0,001) que el de los
controles o aquellos que re@bon tratamientos simplesidiara 3-16b). En la Figura 3-
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16c, se muestran imagenes de tumores al final del experimento tratados con E2, RU-486
y RU-486 + E2.

Para ver si este resultado se reproducia en otra familia tumoral, ensayamos la
terapia combinada de RU-48fe{let 6 mg) + E2 fellet 5 mg) en los tumores con
resistencia adquirida 59-2-HIR, perteneciemtda familia 59. En estos tumores, como
se ve en la Figura 3-17, tarapia combinada fue mas eficiente que las terapias Unicas
(E2 + RU-486vs E2, p<0,01; E2 + RU-486s RU-486, p<0,05), pero no se observo el

mismo grado de inhibicién que en los tumores C4-HIR.

Morfologia de los tumores C4-HI y C4-HIRluego de recibir terapias combinadas.

Cuando analizamos en cortes histolégicos la morfologia de los tumores C4-HI y
C4-HIR al finalizar los @mtamientos combinados (E2 + RU-486 y TAM + RU-486)
observamos, como se muestra en la Figut&, 3-que en ambos aasse evidencia un
claro patrén de regresion. En los tumo@$-HI la regresion es casi completa, con
presencia de unas pocas células tumorateigadas de abundante matriz extracelular y
fibroblastos. Estos tumase regresionan principalmente por un proceso de
diferenciacion, como fue descripto previamesnida tesis de la Dra. S. Vanzulli.

En los tumores C4-HIR observamosnpipalmente un aumento de estroma
reactivo y disminucion de nidos epitelialesmo ya fue descripto anteriormente para
tumores C7-2-HI, 32-2-HI y 59-2-HI (Vanzu#i al.2002).

Terapias combinadas en los tumores con resistencia constitutiva C4-2-Hl.

Estudiamos si este mismo efecto de las terapias podia observarse en los tumores
con resistencia constitutiva C4-2-HI. Cos®w observa en la Figura 3-19, estos tumores
se mostraron resistentes tanto a las terapias simples cpelE25 mg) 6 RU-486 (12
mg/kg/dia), como a la combinada con E2RU-486. La resistencia constitutiva
entonces, no puede manipularse con atatniento hormonal ooo la resistencia
adquirida. Cuando analizamos la expresiorR&&A luego de 48 hs de tratamiento con

E2 no observamos cambios en la exjgmresie esta isoforma (no se muestra).
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IP-RPA RPA

Control

E2

Figura 3-15. El tratamiento con E2 por 48 hs. aumenta la expresion de RPA en los tumores
con resistencia adquirida C4-HIR.Se usaron cortes de criéstato incubados con el anticuerpo
primario Ac. C19 y el secundario anti conejmplado a FITC (verde). Los nucleos se tifieron
con IP (rojo). Barra: 100m.
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Figura 3-16. El tratamiento con E2 o TAM resensibiliza los tumores con resistencia
adquirida al RU-486.Curvas de crecimiento de C4-HI a) y C4-HIR b). Se trataron los ratones
portadores de tumor con Eg@eflet5 mg), RU-486 (12 mg/kg/dia sc), E2 + RU-486, TAM (5
mg/kg/dia sc) 6 TAM + RU-486. Los tratamientos se iniciaron cuando los tumores median 50
mn? ( — ). Los controles se trataron con solucion fisioldgica. El area tumoral se midié con un
calibre. Peso tumoral: En un experimento similar, los animales se sacrificaron al ptiat 20
tratamientos y se pesaron los tumores. La m#gligeso tumoral control fue considerado como
100%. En los tumores C4-HIR los tratamientosibmados disminuyeron el peso tumoral final
significativamente en comparacion a los tratansigsimples (p<0,001). En las imagenes c), se
muestran los tumores C4-HI y C4-HIR con los tratamientos simples y combinados al final de los
tratamientos.
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Figura 3-17. El tratamiento con E2in vivo induce la resensibilizacion parcial al RU-486 en
los tumores con resistencia adquirida 59-2-HIRCurvas de crecimiento: Los animales fueron
tratados con E2pgllet 5 mg), RU-486 fellet 6 mg), o E2 + RU-486. Los tratamientos se
iniciaron cuando los tumores median 50 Taproximadamente— ). Los controles fueron
tratados con solucion fisiologica. El area tumoral se midié con un calibsedg@<0,001; bvs.

d p<0,05; ovs d p<0,01).
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RU + E2 Control

RU + TAM

Figura 3-18 El tratamiento con E2 o TAM resensibiliza los tumores al tratmiento con RU-

486: Estudio histolégico de los tumores C4-H/ C4-HIR al final de los tratamientos. Tumor

C4-Hl, Control: diferenciacion glandular<— )y la presencia de algunas mitosisp( ). Se
observa poco estroma. E2 + RU-486: Estructuras glandulares bien definidas rodeadas de estroma
formado principalmente por colageno. TAM RU-486: Glandulas irregulares rodeadas de
células epitelialesTumor C4-HIR Control: proliferacién maligna con muy pocas estructuras
glandulares irregulares. Abundante atipia y mitesis ). Poco estroma. E2 + RU-486: Células
neoplasicas agrupadas rodeadas de un estroma denso formado principalmente por matriz
extracelular. Se observa en algunas regiatikesenciacién glandular. TAM + RU-486: Poca
diferenciacién con presencia de glandulas irr@gs compuestas por una poblacién de células
heterogénea. Estroma denso y abundante. Bargan50
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Figura 3-19 EIl tratamiento con E2 in vivo no recupera la sensibilidad al RU-486 en
tumores C4-2-HI. Curvas de crecimiento: Los animales fueron tratados compdé&2t(5 mg),
RU-486 pellet6 mg.), o E2 + RU-486. Los tratamientos se iniciaron cuando los tumores median
50mnt aproximadamente — ). Los controles fueron tratados con solucién fisiolégica. El
area tumoral se midio con un calibre.
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Resumiendo, hemos observado que la resistencia adquirida a los
antiprogestagenos, pero no la resistencieonstitutiva, puede er revertida con la
terapia combinada de RU-486 + E2 y RU86 + TAM. Estos resultados avalan la
hipétesis propuesta que la presencia déa isoforma A del RP acompafa la
respuesta inhibitoria a los antiprogestagenos.

Los resultados nos indican también que la regulacion de la expresion de
RPA en los tumores con resistencia adquirida C4-HIR y en los tumores con
resistencia constitutiva C4-2-HlI, es diferente.
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PARTE VI

CULTIVOS PRIMARIOS
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Cultivo en plastico

En nuestro laboratorio demostramos tpgefibroblastos asociados a carcinomas
(CAFs) provenientes de tumores C4-HI son capaces de activar al RP e inducir la
proliferacion de células epligles (EPI) C4-HI y C4-HDin vitro (Giulianelli et al.
2008a) indicando que el estroma juega un ngy importante en el crecimiento tumoral
en este modelo. Para evaluar si los CAdistribuyen al fenotipo resistente, realizamos
cultivos primarios de los tumores sensibles y resistentes y evaluamos: a) credmiento
vitro, b) respuesta hormonal d&s células epiteliales, ¢) respuesta hormonal de las
células epiteliales en cocultivo con CAB$expresion de receptores hormonales.

Asimismo estudiamos la capacidad migri@ate las EPI mediante el ensayo de

la herida para evaluar si mantienewitro el fenotipo metastésico observadwivo.

a) Crecimientoin vitro.

Realizamos cultivos primarios en plastide células epiteliales purificadas de
los tumores C4-2-HI (resistente constitutivd@4-HI (sensible), C4-HIR (resistente
adquirido). En la Figura 3-20, observamosagenes obtenidas por microscopia con
contraste de fase de las ulék epiteliales creciendo guastico con SFB 10%. Las
células de las 3 variantes tumorales sorrelifies. Las células ipliales C4HI crecen
originalmente en cumulos y cuando alcanzandafluencia, las células presentan una
morfologia poliédrica homogénea caracterdside células epiteliales en cultivo. Las
células epiteliales C4-HIR y C4-2-Hlpresentan una morfologia asimétrica
observandose células de diferentes tamafios y de formas irregulares. En los cultivos de
C4-HIR se observan muchas células multina#es. Las células C4-2-HI por otra parte,
se caracterizan por presentar multiplesueters. No conocemos todavia el porqué de

estas diferencias.

b) Respuesta hormonal de las células epiteliales.

Primero analizamos si el fenotipo resistente se mantenia al cultivar las @é@lulas
vitro. Para ello realizamos edias de proliferacion celulamediante la incorporacion
de *H-timidina. Las EPI purificadas se sembraron en placas de 96 hoyos y fueron
tratadas con MPA 1DM sélo o combinado con RU-4864® o ZK 230211 16 M.
En la Figura 3-21, observamos que las célGidHl se estimularon significativamente
con el MPA 10 M (p<0,001) y este efecto fue inhibido tanto por el RU-488 IO
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como por el ZK 230211 10 M (p<0,001), en concordaia con resultados ya
publicados (Giulianellet al.2008a). Resultados similares obtuvieron utilizando RU-
486 y ZK 230211 10y 10°M (no se muestra). Como ssperaba, no se observaron
cambios en la proliferaciode las células C4-2-HI con los distintos tratamientos.
Sorprendentemente, en las células C4-HIRseolmmos que la resistencia se pierde
cuando las células son aisladas del tumocrecidas en pléiso, presentando un
comportamiento muy similar a las célul@d-HI: se estimaron con el MPA 18 M
(p<0,001) y se inhibieron cosl RU-486 y con el ZK 230211 foM (p<0,001). De la
misma manera, este experimento lo realizamos con cultivos primarios de tumores 59-2-
HIR para ver si se reproducén otra variante tumoraliferente. En la Figura 3-22,
observamos que las EPI purifiead59-2-HIR tambiépierden la resisincia al RU-486
ya que la proliferacién celular aumenta con el tratamiento con MPM1 se inhibe
con el tratamiento con RU-486 6 ZK 230211°1\0.

c) Respuesta hormonal de las céludeepiteliales en cocultivo con CAFs.

Estudiamos a continuacion si los CAparticipan en la adquisicion de la
hormono resistencia. Para ello realizamdsidiss de proliferacion en cultivos mixtos
de EPI y CAFs provenientes de una misragante tumoral (Ej: EPI C4-HI, CAF C4-
HI) o con un componente de la variante sdasjbel otro de laesistente (Ej: EPI C4-
HI, CAF C4-HIR). En la Figura 3-23, se esira que el cocultivo de las EPI C4-HI y
C4-HIR con CAF C4-HIR no modifico la spuesta a los antiprogestagenos (Figura 3-
21). En ambos casos el MPA™ B! estimulé la proliferadn celular y el RU-486 19
M inhibié este efecto, sugiriendo que naiae los CAFs C4-HIR responsables de

mantener el fenotipo resistente.

d) Expresion de receptores hormonales.

Estudiamos los niveles d&presion de RP en las Epurrificadas de los tumores
C4-HI, C4-HIR y C4-2-HI creciendo en plastico. Los niveles de RPA y RPB fueron
analizados powestern blot(Figura 3-24a, 3-24c) e inmunofluorescencia (Figura 3-
24Db). La relacion RPA/RPB en las EPI C4-HiRvitro es similar a la que existe en las
EPI C4-HI (Figura 3-24a, 3-24c). Sin emppay las células aisladas, de los tumores con
resistencia constitutiva C4-2-HI ademasrdan tener la resistencia en cultivo, como
mostramos anteriormente (Figura 3-21), man@iebajos o indetectables los niveles de

RPA (Figura 3-24b, 3-24c). Podemos concluir entonces que la pérdida de resistencia de
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las células C4-HIR cuando son cultivadasp&stico correlaciona con la re-expresion
de RPA.
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200 X
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Figura 3-20. Células epiteliales purificadas de tumores C4-2-HI, C4-HI y C4-HIR
creciendo en plastico. Cultivos primarios de EPI de las tres variantes tumorales se sembraron
en placas de plastico con medio de cultivo con SFB 10%, que fue renovado dia por medio.
Cuando las células alcanzaron la confluencia s&rton fotografias de contraste de fase. Las
células C4-HI crecen de forma homogéneagntnas que las C4-2-Hl y C4-HIR crecen de
manera mas desorganizada y presentan formagiliares. En las C4-HIR se pueden observar
células multinucleadas{*» )y en las C4-2-HI multiples vacuelas ¥ ).

C4-2-HI

Indice de
proliferacidn

MPA 10°M
RU-486 103M
ZK 230211 10*M = =

Figura 3-21 Las células provenientes de los tumores C4-HIR con resistencia adquirida a

los antiprogestadgenos revierten su resistencia en cultivas vitro. Cultivos primarios de
células epiteliales purificadas de los tumores C4-2-HI, C4-HI y C4-HIR se sembraron en placas
de 96 hoyos con medio de cultivo con SFB 1Qa vez adheridas, se reemplazé por medio
con SFBch 1%. Las células se trataron por 48 hs con MEM1MPA 10°M + RU-486 10

M 6 MPA 10° M + ZK 230211 16 M. La proliferacion se analizd por incorporacion e
timidina. El indice de proliferacion se calculé como cpm experimental/cpm control (tnedia
ES). Se muestra un experimento representativo deutilémando octuplicados. Las células
derivadas de tumores C4-HIR adquieren sensdillidl MPA y a los antiprogestagenos cuando
crecenin vitro (p<0,001).

+
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RU-486 10*M +
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Figura 3-22 Las células provenientes de los tumores 59-2-HIR con resistencia adquirida a

los antiprogestagenos revierten su resistencia en cultivia vitro. Cultivos primarios de

células epiteliales purificadas de los tumores 59-2-HIR se sembraron en placas de 96 hoyos. Una
vez adheridas, el medio de cultivo con SEBb se reemplazé por medio con SFBch 1%. Las
células se trataron por 48 hs con MPAM) MPA 10°M + RU-486 1M 6 MPA 10° M + ZK

230211 10M. La proliferaciéon se analiz6 por incorporacion #étimidina. El indice de
proliferacion se calculé como cpm experimental/cpm control (mediES). Se muestra un
experimento representativo de otros tréézando octuplicados. Las células provenientes de los
tumores 59-2-HIR adquieren sensibilidadMPA y a los antiprogestagenos cuando creoen

vitro (*** p<0.C01.** p<0.05)
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Figura 3-23 Respuesta a progestagenos y antiprogestdgenos de células epiteliales (EPI)
purificadas de tumores C4-HI y C4-HIR en cecultivo con CAFs derivados de los mismos
tumores. EPI (5000 células/ml) se sembraron en clthau con el mismo numero de CAFs en
medio con SFB 10%.Ya adheridos, los cultivos seatiaron por 48 hs con SFBch 1% con o sin
MPA 10° M y RU-486 10 y 10® M. La proliferacién se analizé por incorporacion ‘e

timidina. El indice de proliferacion se calculé como cpm experimental/cpm control (tnedia
ES). Se muestra un experimento representativo de otros tres. No se observaron diferencias
significativas cuando EPI C4-HI o C4-HIR fueron co-cultivadas con CAFs C4-HI o C4-HIR. En
todos los casos, el MPA incrementa la proliferacion celular, mientras que el RU-486 tiene un
efecto inhibitorio (*: p<0,05; **: p<0,001 y ***: p<0,001).
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Figura 3-24. La pérdida de la resistencia adquirla in vitro estd acompafiada por la
reexpresion de RPA.a) Western blotscon el Ac C-19 para RPA (83kDa) y RPB (115 kDa)
utilizando extractos nucleares de tumores o cultprirearios de los mismos. Como control de
carga se utilizaron las ERK totales. Cuantificamos la relacion RPA/RPB emesésn blots
diferentes utilizando distintas muestras. Las e8l@4-HIR creciendo en plastico revirtieron la
relacion RPA/RPB (p<0,01). b) IF para RPA (Ab-7) y RPB (Ab-6) en EPI de C4-2-HI, C4-Hl y
C4-HIR creciendo en plastico. Las células se sarnoh en plastico, se arrestaron por 24 hs en
SFBch 1%, y se fijaron e incubaron con los espondientes Ac conjugadosn FITC (verde) c)
western blotcon el Ac C-19 para RPA y RPB utilizdo extractos de cultivos primarios de las
variantes tumorales C4-2-Hl, C4-HIl y C4-HIR.

102



Resultados

Estos resultados nos muestran que laesistencia adquirida, pero no la
constitutiva, revierte cuando las célulagprovenientes de tumores resistentes son
aisladas del tejido y cultivadas en @istico. Asimismo observamos que las EPI
aisladas de los tumores C4-HIR querecuperan la sensibilidad a los
antiprogestagenosn vitro, expresan altos niveles de RPA. Esto indica nuevamente
gue la isoforma A del RP estaria mediando los efecs inhibitorios de los
antiprogestagenos y que la expresion de RPse regula de maneraiferente en los
tumores con resistencia adquida, C4-HIR, y los resisteites constitutivos, C4-2-
HI.
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Estudio de migracion de las células EPI C4-HI, C4-2-HI y C4-HIR: ensayo de la
herida.

Hemos observado que los tumores C4-HtR mas metastasicos que los C4-Hl,
y que éste es un evento unidireccional, yappse a revertir la resistencia, los tumores
C4-HIRev presentan alto porcentaje de st@sis. Estudiamos eontinuacion si los
tumores resistentes revierten sus caratieals metastasicas como revierten su
respuesta hormonal cuando son cultivados en plastico. Para edlizé un ensayo de
migracion que correlaciona con la capadidlavasora de las células (Rodrigustzal.
2005), conocido como el ensayo de la herRlealizamos este ensayo utilizando EPI
purificadas de los tumores C4-HI, C4-244C4-HIR. Cuando las células en monocapa
alcanzaron un 80% de confluencia apnexdamente realizamos “heridas” contignde
200 ul estéril y observamos las células al m&mopio durante 7 dias. Como se muestra
en la Figura 3-25, las EPI de los tumores resistentes presentan mayor motilidad, ya que
al séptimo dia migraron poblando la “herida’emtras que en el caso de las EPI C4-Hl,
s6lo unas pocas células migraron. nidstramos asi que, aunque las células
provenientes de tumores con resistencia iadgurevirtieron su respuesta hormonal al
crecer en plastico, no revirti6 su capla migratoria, sugiriendo nuevamente una
disociacion entre ambos fenémenos.

A diferencia de lo que observamas vitro, los tumores C4-2-HI no son
metastasicof vivo. Es probable que esto se deba alguisa de crecimiento es tan
alta que los tumores alcaan un tamafio muy grande ey corto tiempo, de manera
gue no llegan a generar la metastasis.

La morfologia mas desorganizada y heajérea de los cultivos C4-2-HI y C4-HIR
(mostrado en 3.20) podrian explicar el magomportamiento migratorio de ambos
cultivos.

Finalmente analizamos la activaciad® ERK1/2 en las células en cultivo.
Podemos observar que, al igual que lo observado en estudin®, las EPl C4-HIR
presentan mayor fosforilacionds de ERK 1/2 (Figura 3-26Este grado de activacion

no depende de los CAFs ya que observamossgho resultado endacultivos mixtos.
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Figura 3-25. Ensayo de la herida. Las EPI C4-HIRy C4-2-HI tienen mayor capacidad
migratoria que las EPI C4-HI. Se realiz6 la herida en células EPI purificadas de cultivos
primarios de C4-HIR, C4-2-HI y C4-HI crecido en plastico cuando presentaron un 80% de
confluencia (dia 0). Se estudié la migraci@fular durante 7 dias, observando mayor migracién
en las EPI provenientes de los tumoresstesies C4-HIR y C4-2-HI. Aumento: 200X.
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Figura 3-26. La fosforilacién basal de las quinass ERK1/2 es mayoren las EPI C4-HIR

que en las EPI C4-HI y no depende de los CAF&nalizamos la fosforilacion de ERK 1/2 por
Western bloen extractos nucleares de cultivos de EPI purificadas o creciendo en presencia de
CAFs. En los cultivos primarios de EPI purificadas de C4-HIR se observa mayor fosforilacion
de ERK1/2 que en las EPI C4-HI. Este resultadalepende de los CAFs ya que se observa el
mismo resultado en los co-cultivos. Se muestravestern blorepresentativo de tres.
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Cultivos en matrigel.

El entorno tumoral juega un rol importarge el comportamiento de las células
tumorales, es por ello que suelen pesé importantes vias de sefializacion y
comunicacion intercelular en los cultivos &b sobre plastico. Mue@ls de estas sefales
pueden recuperarse al generar cultivos tridimensionales con matriz extracelular rica en
laminina (matrigel).

Vimos que la resistencia de los tumoresH3R se pierde al cultivar las células
en plastico. Esto podria deberse al mistootacto con el plasth y a la falta de
interaccion, organizacion tiidensional entre las células. Por este motivo realizamos
cultivos 3D en matrigel quenantienen la organizaciorstilar propia de cada tumor,
para ver si asi puede mantenerse la respuesta hormonal que los tumores imuestran
Vivo.

Estudiamos: a) la morfologia celular ddltivos primariosde EPI creciendo en

matrigel,b) la respuesta hormonal mediaat&nsayo de naranja de acridina.

a) Morfologia celular de cultivos pimarios de EPI creciendo en matrigel.
En la Figura 3-27, podemos observar que las EPI C4-HI forman estructuras
multicelulares con una organizacion tipo duatasientras que las EPI C4-HIR Y C4-2-

HI forman estructuras mas indiferenciadas y desorganizadas.

b) Respuesta hormonal

Tratamos los cultivos primarios de BRIrificadas de tumores C4-2HI, C4-Hl y
C4-HIR creciendo en matrigel con medie cultivo solo (control), con MPA fam,
RU-486 1M Y ZK 230211 13 M. Luego de los tratamientos observamos las células
en un microscopio invertido. Como se obseasuda Figura 3-28, las células C4-2-HI no
presentan diferencias morfolégidasnte a los diferentesattamientos, mientras que en
los cultivos C4-HI, se observan célulasspiendidas del camulo luego de 48 hs. de
tratamiento con RU-486 o ZK 230211. Las células C4-HIR, aun en cultivos 3D en
matrigel, presentan una imagen similar a las C4-Hl.

Para verificar si las células desprendidgaan células muertas, estudiamos la
respuesta hormonal medianteéanica de naranja de acnidiy bromuro de etidio que
permite diferenciar células vivas (verdes)adtulas muertas (rojas). Como se muestra

en la Figura 3-29, las EPI C4-2-HI muestrtara tasa menor de muerte celular que el
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control al tratarlas con antgpgestagenos (p<0,05), sugimdo un efecto protector del
RU-486. Por otra parte, los cultivos en 8B EPIs C4-HIl y C4-HIR muestran mayor

namero de células muertastitarlas con RU-486 (p<0,001).
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C4-2-HI C4-HI C4-HIR

Figura 3-27. Células EPI C4-2-HI, C4-HI y C4-HIR creciendo en matrigel.Las células C4-
2-Hl y las C4-HIR muestran mayor desorganizatisuar, mientras que las C4-HI se organizan
en cumulos diferenciados.

RU-486 ZK 230211

Control

C4-2-HI

C4-HI

C4-HIR

Figura 3-28 La resistencia hormonal de C4-HIR se pierde al cultivar las células en
matrigel. Se trataron cultivos primarios de las ¢&tuepiteliales C4-2-HI, C4-HI y C4-HIR
creciendo en matrigel con medio de cultivo solo (control), MPA NIQ RU-486 1G M y ZK

230211 10 M. Se muestran imagenes de contraste de fase. En las células C4-2-HI no se
observan efectos con el RU-486 ni el ZK 230211. En las células C4-HI y en las C4-HIR se
observa el desprendimiento de células con los tratamsieon RU-486 y ZK 2302t1> )
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Figura 3-29. La resistencia hormonal de los cultivos C4-HIR no se recupera al cultivar las
células en matrigel. Evaluacién de muerte celar por la técnica de naranja de acridina y
bromuro de etidio. Las células epiteliales C4-HI y C4-2-Hiantienen en matrigel su fenotipo
sensible y resistente respectivamentesntnas que las células C4-HIR, resisteritesivo, se
vuelven sensibles al tratamiento con RU-4868nclo se las aisla del tejido y se las cultiva en
matrigel. Se muestran imagenes de fluorescencia confocal de la tincibn con naranja de
acridina/bromuro de etidio. En las células GHH2no se observan efectos significativos con el
MPA 10° M, pero se observa menos ente celular con el RU-486 M (avsb p<0,05). En las
células C4-Hl y en las C4-HIR se observa el efecto contrario, donde la muerte celular aumenta
con el tratamiento con RU-486 yab p<0,001). A la izquierda se muestra la cuantificacion de
células muertas (rojas)/células totales/cimulo. Se realizaron tres experimentos independientes, y
se cuantificaron 10 campos por experimento.
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Este resultado sugiere que no es el memmntacto con el plastico el motivo
de la pérdida de la resistencia adquiridale las células C4-HIR ya que el cultivo en
3D en matrigel no fue capaz de reestadpter la resistencia. De manera que el
comportamiento de las células C4-HIR no pudo hasta aqui reproducirse en cultivo
en plastico ni en matrigel, sugiriendo quetros factores del huésped son necesarios

para mantener el fenotipo de este tumor.
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PARTE VII

CELULAS EPITELIALES DE TUMORES CON RESISTENCIA
ADQUIRIDA REINOCULADAS EN HEMBRAS BALBI/c.
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Para evaluar si la pérdida de resistende las células C4-HIR creciendo en
plastico o matrigel era permanente, reali@aancultivos primarios en plastico de los
tumores C4-HIR vy, una vez crecidas las @dulas levantamos y reinoculamos en el
flanco derecho de hembras virgenes BALBJoa vez prendidos los tumores, la mitad
de los ratones recibieron el tratamiento oainsolucion fisiologia@) y la otra mitad
RU-486 (12 mg/kg/di; Figura 3-30)

C4-HIR  Cultivoprimario  Crecimientoen  Incculacién  RU 488
pléstico de céluias 12 mg/kgidia
(600.000) &
Sn fisiolégica

Figura 3-30. Esquema del protocolo de inoculaci® de células EPI C4-HIR en hembras
BALB/c. 600.000 células epiteliales purificadas de ttesdC4-HIR crecidas en plastico fueron
inoculadas sc en el flanco derecho de hembras virgenes BALB/c. Cuando lo tumores estaban
prendidos, los ratones recibieron eldratento control o RU-486 (12 mg/kg/dia).

En la Figura 3-31a, se muestra un expentmeepresentativo de tres, donde los
tumores tratados con solucion fisiologicar{troles) crecieron pocy muy lentamente,
mientras que los tumores tratadosncRU-486 tuvieron un crecimiento mayor
(p<0,001). Estos ultimos no sélo resultaron Esistentes a la terapia hormonal sino
que mostraron un patron de “adiccion” RU-486. Observamos ademas un mayor
porcentaje de mitosis en los tumoresceendo con RU-486 §®,001; Figura 3-31b).
Los tumores control fueron transplantadoasg@je Il) a 6 ratones, 3 se trataron con
solucidn fisiolégica y 3 con RU-486, obteniendn resultado similar (no se muestra).
Este experimento se repiti6 2 veces mas. El experimento Il se mantuvo durante 3
pasajes, y el lll s6lo uno. Se obtuvierosuitados similares en todos los casos.

A continuacion estudiamos el patron d@resion de RP en los tumores C4-HIR
reinoculados del grupo control. En Fgura 3-31c, observamos que los tumores
reinoculados expresan mayoregeles de RPB que RPA paestern blo(p<0,001), tal
como se observaba en el tumor C4-HIRgioal. Este resultado se repitid en los 3
experimentos.

Realizamos el mismo protocolo con losnores 59-2-HIR. Como se muestra en
la Figura 3-32, al igual que en el casolae EPI C4-HIR, las délas recuperaron la

resistencia al antiprogestageno al senasuladas en hembras virgenes BALB/c.
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Figura 3-31 Las células epiteliales de los tumoreS4-HIR crecidas en plastico recuperan

la resistencia al RU-486 cuando soreinoculadas en hembras BALB/c600.000 células EPI

de un cultivo primario de C4-HIR crecidas @astico se reinocularon sc en hembras BALBI/c.

a) Cuando los tumores estaban palpables fueatados con solucién control o con RU-486 (12
mg/kg/dia). Los tumores mostraron un patrén adictivo al RU-486, ya que crecieron méas con el
antiprogestageno que sin él (p<0,004).En cortes histolégicos (H&E) contamos mitosis y
apoptosis en los tumores control y los tratadoss&ldetectaron diferencias en el porcentaje de
apoptosis pero si en las mitosis, que resultd mayor en los tumores tratados con RU-486 que en
los controles (*** p<0,001; CMA: campo de mayor aument))western blotpara RP con el

Ac. C-19 en extractos nucleares y citosélicos UT: Gtero.
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Figura 3-32 Las células epiteliales de los tumores 59-2-HIR crecidas en plastico recuperan

la resistencia al RU-486 cuando soreinoculadas en hembras BALB/c600.000 células EPI

de un cultivo primario de 59-2-HIR crecidasméastico se reinocularon sc en hembras BALB/c.
Cuando los tumores estaban pdiles fueron tratados con solucién control o con RU-486 (12
mg/kg/dia). Los tumores mostraron un patrén adictivo al RU-486, ya que crecieron mas con el
antiprogestageno respecto al control (p<0,01).
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Los tumores con resistencia adquirida C4-HIR y 59-2-HIR que pierden la
resistencia cuando son cultivados en #@btico, recuperan el fenotipo resistente
cuando las células epiteliales se inoculan en ratones hembras BALB/c. Cuando
analizamos el patrén de expresion de RP en estos nuevos tumores, observamos que
expresan mayores niveles de RPB que d@PA. Nuevamente observamos que la
expresion de RPA disminuye en los tumes resistentes a los antiprogestagenos.
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PARTE VIII

METILACION DE RPA
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Con los resultados previamente expuestmscluimos que la resistencia a los
antiprogestagenos esta asociada a bajsles de expresion de RPA y mayores de
RPB, y que en los tumores con resistendiguaida, C4-HIR y 59-2-HIR la regulacién
de la expresion de RPA es diferente dddos tumores con resistencia constitutiva C4-
2-HI y 59-HI ya que en estos ultimos: a)elgpresion no es modulable por E2 y b) la
expresion no cambia cuando células aisladascultivadas en plastico o matrigel.

Esta reversidon de la resistencia hormonal nos hizo pensar que efectos
epigenéticos podrian regular la expresoig RPA en los tumores resistentes. Nos
propusimos entonces invesigsi el promotor d®PAesta silenciado por metilacién en
los tumores resistentes. Para ello: a) defos las islas CpG en la secuencia promotora
y del primer exon deRP y disefiamogprimers especificos y b) analizamos por PCR
especifica para metilacioMéthylation specific PCRMSP) el grado de metilacién de

RPAen tumores sensibles, resistentes adquiridos y constitutivos de las familias C4 y 59.

a) Islas CpG en la secuencia ddRPy disefio deprimers

En la Figura 3-33, observamos un esquema del promof®Pden la ubicacién
de las CGs en ambas isoformas. Una véinides las islas Cp@isefiamos 4 pares de
primers especificos con el softwahethyl primer Express v1.@ de ellos contenidos
en el promotor d®PAYy un par contenido dentro ¢tkesecuencia promotora 8B En
este Ultimo caso soélo se utilizé6 un parpteanersya que la densidad de CGs es muy
baja como para definir una isla CpG.

b) Andlisis de la metilacion deRPA por MSP.

En la Figura 3-34a, vemos el resultade la MSP para las tres variantes
tumorales de las familias C4 y 59. Comasperaba, en los tumores sensibles C4-HI Y
59-2-HlI los sitios CpG estudiados no estan metilados. Curiosamente, en los tumores con
resistencia constitutiva C4-2-HI y 59-Héstos mismos sitios CpG se encuentran
metilados, mientras que en los dos tuma®s resistencia adquirida C4-HIR y 59-2-

HIR, no. Pese a que observamos metilacidn el par de primers PR1 incluido en el
promotor deRPB no puede considerarse como meaganisegulador de la expresion de
esta isoforma ya que la densidad de CpGs es tan baja que no podemos definir la
presencia de una isla CpG (http://wwvwsembl.org/Mus_musculus/index.html; [30]).
Utilizamos como control de ADN metilado, ADN diafocitos de ratdn tratado con la

enzimaSssimetiltransferasa, y como control AN no metilado se utilizé el ADN de
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linfocitos sin tratar que se encuentra constitutivamente desmetilado (Zytnan
2002; Figura 3-34b).

Los productos de la PCR utilizando el pl@ primers PR4 con el ADN de los
tumores sensibles, resistentes constitutivos y adquiridos, fueron clonados vy
secuenciados para analizar el grado de metilaciéon de la isla CpG contenida en el
producto de PCR. En la FiguB-34c, se muestra queles dos tumores sensibles (C4-

HI y 59-2-HI) y en los dosan resistencia adquirida (G4IR y 59-2-HIR) el 100% de
los sitios CpG se encuentra desmetiladenttas que en los C4-2-HI hay un 89,9 *
2,2% de metilacion y un 88,832% en los 59-HI. Se muestra un diagrama ilustrativo

de este resultado.

EXON 1
distal proximal
; Promotor RPB E E Promotor :
i H : RPA alg B ang
50 O o QC :—GJ—O—O—O—O—-D—CD-:O @@ OO 00 : : 3
1 502 839 1191/ 138/ 1560 1746
1206 1393 - -+
-> - PR2f  PR2T
PRIT PRIr -> e
PR3 PR3/

5 atg B FO=O=0=0= 00 0C0O=-C=@8—0=0-0=00-00=0=0 atg A |37
15/22727 21320723

W sitioERE PReT pRar

W Medio sitio ERE (halfERE)

() Spl (Stimulaiory prolein one)

C CpG

@ CpGs analizadas por MSP

=»  Prinkrs, f: forward, creyverse

Figura 3-33 Diagrama de los promotores d®PAy RPBY los 4 pares dgrimersutilizados.
ERE: elemento respondedor de estrogenos. Simulatory protein oneSe enumeran las CpG
de manera de visualizar la distancia entre ellas.
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a H,0 59-HI 59-2-HI 59-2-HIR C4-2-HI C4-HI C4-IIR H,O

S B Z=2235332533 E823283 22

e RN - ; >
g - - - - - | - - .
AND de linfocitos
b= {control positivo)
b =
UMM UMM UMM primers
c Secuenciacién del producto de PCR con los primers PR4
59-2-HI, 59-2-HIR, C4-HI, C4-HIR
5" -O-D-O-OHO-O0-CCCO-OM-00000-00-00-3
- =
PR4f PRar
C4-2-HI, 59-H1
5 -O-O-00M-00-0000-00-O0000000 00
b -
PR4 f PR4r

© CpG metilada Q CpG no metilada

Figura 3-34. Metilacion del promotor de RP detectado por la técnica de MSP: Los tumores
con resistencia constitutiva C4-2-Hl y 59-HI tienen esta secuencia metilad2ontinta
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a) Muestras de ADN tratadas con bisulfito de los tumores sensibles (C4-HI y 59-2-HI), de los
resistentes adquiridos (C4-HIR y 59-2-HIR) y de los resistentes constitutivos (C4-2-Hl y 59-HI)
se amplificaron por PCR caqirimersespecificos. Se incluyeron controles sin ADNQH Sélo

los tumores con resistencia constitutiva mostraron bandas al utilizgritosrs para ADN
metilado (M). b) Utilizamos ADN normal de linfocitos de raton como control de ADN
desmetilado (UM), y este mismo ADN tratado con la enzima metiltransfésasaomo control

de ADN metilado (M).c) Los productos de PCR amplificados con el papritaers PR4 (M y

UM) de tres muestras diferentes los tumores sensibles (C4-HI, 59-2-HI), resistentes constitutivos
(C4-2-Hl, 59-HI) y adquiridos (C4-HIR, 59-2-HIR) fueron clonados en bacterias competentes E.
Coli TOP-10 y 5 colonias de cada muestra dnesecuenciadas (Macregen Inc., Korea). Se
muestra un diagrama ilustrativo de los sitios @p&ilados y no metilados en estas muestras. En
los dos tumores sensibles (C4-HI y 59-2-HI) ylesdos con resistencia adquirida (C4-HIR y
59-2-HIR) el 100% de los sitios CpG esta detilawn mientras que en los C4-2-HI hay un 89,9

+ 2,2% de metilaciéon y un 88,8 + 3,2% en los 59-HI.
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Concluimos con estos resultados que la metilaciéon del promotor dePA
explica el silenciamiento de esta isoforma en los tumores con resistencia

constitutiva a los antiprogestagenos.

RESISTENCIA A LOS
ANTIPROGESTAGENOS

|rpa

Promotor de
RPA metilado

1rPA |rpa

Promotor de
RPA no
metilado

Promotor de
RPA no
metilado

PRESION

SENSIBILIDAD A L.OS
ANTIPROGESTAGENOS
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PARTE IX
REVERSION DE LA RESISTENCIA CONSTITUTIVA A LOS

ANTIPROGESTAGENOS: REEXPRESION DE RPA MEDIANTE EL
TRATAMIENTO CON EL AGENTE DESMETILANTE  5AZAdC.
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La expresion de RPA estd regulapar metilacion de su promotor en los
tumores con resistencia comstiva. Nos propusimos entoncesestigar si era posible
inducir la expresion de esta isoformales tumores C4-2-HI y 59-HI con el agente
desmetilante 5 aza 2 deoxicitidina (5azadC) y sensibilizarlos a la terapia con el RU-486.
Para esto realizamos a) tratamiemovitro con 5azadC de las EPI con resistencia
constitutiva C4-2-HI y 59-HI b) tratamientm vivo con 5azadC y RU-486 de los
tumores con resistencia constitutiva C4R2yH59-HI. Ademas para confirmar que el
efecto del RU-486 es via RPAg) estudiamos la expiés del RG en tumores con
resistencia constitutiva al RU-486, tratados con 5azadC.

a) Tratamiento in vitro con 5azadC de las células BERon resistencia constitutiva.

La relacion entre los weles de expresion de RPA y la sensibilidad a los
antiprogestagenos que hemos observaddosnresultados previo sugieren que Si
logramos reexpresar RPA en los tumoces resistencia congitiva, éstos podrian
sensibilizarse a la terap@on el RU-486. Para esto @matos las EPI purificadas de
tumores C4-2-HI y 59-HI con 5azadC y evaluamos los niveles de expresion de RPAy la
respuesta a los antiprogestagenos.

Cultivos primarios de los tumores corsiggencia constitutiva C4-2-Hl y 59-HI
fueron tratados con 5azadC (5/1¥5.10° M respectivamente) por 96 hs. Observamos
en la Figura 3-35, un aumento en los f@gede expresion de RPA (p<0,001) por IF
(Figura 3-35a) y pomestern blot(Figura 3-35b), pero no se detectan cambios
significativos en la expresion de RPB utilizando un anticuerpo especifico para esta
isoforma (Ab-6). . La diferencia en las dosiflizadas de 5azadC se debe a que en los
cultivos primarios provenientes de losiiores 59-Hl tratados con una dosis de 5.M0
de 5azadC no obtuvimos resultados significeique si pudieron reproducirse con una
dosis mayor. Como control de este expento tratamos con 5azadC células EPI
purificadas de tumores C4-HI y 59-2-HI gea&presan RPA. Cuando analizamos la
expresion de esta isofornde RP, observamos que no sedifica con el tratamiento
con el agente desmetilante (no se muestra).

Para estudiar si la reexpresion de RPA induce la sensibilizacion a los
antiprogestagenos, tratamos las células con RU-486 §110 5azadC (5.10M para
C4-2-HI; 5.10° M para 59-HI) y evaluamos la pifeiracién celular por incorporacion
de °H-timidina. Como muestra la Figura 3-35c, sélo el tratamiento combinado de
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5azadC + RU-486 resulto inhibitorio de la proliferacion celular (p<0,001), pero no los

tratamientos individuales.
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C4-2-HI 59-HI
a Control SazadC Control SazadC
S0 pm
RPA
(Ab-7)
RPB
(Ab-6)

Actina-» | gelis
5azadC SazadC - +
- bBazadC
=] =]
¢ 83 373
3 8 8 B
5 g 5
= 2 pea g8
&, i B
S5azadC510 "M - - + 0+ 50zadC5.10 M
RU-48610~"M - + - + RU410M - + - +

Figura 3-35. Tratamiento con 5azadC y RU-486 deultivos primarios de tumores con
resistencia constitutiva.Continta
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a) Expresion de RPA (Ab-7) y RPB (Ab-6) en céklilcontrol o tratadas con 5azadC. Las células
se hicieron crecer echamber slidegon medio con SFB 10% y fueron tratadas durante 96 hs
con 5azadC (C4-2-HI: 5.70M; 59-HI: 5.10° M) o SFB 10% (control) y procesadas para
inmunofluorescencia. Verde: FITC- RPA, ROJO: nucleos tefidos con) IPa expresion de
RPA y RPB fue estudiada parestern bloten extractos totales de cultivos primarios de los
tumores con resistencia constitutiva tratadms @ sin 5azadC utilizando, los Ac. Ab-7 y Ab-6,
como se describié previamente. RPA se cuantificé emeS8tern blotsutilizando extractos
diferentes. Detectamos un incremento de RPAasrtélulas tratadas con el agente desmetilante
(p<0,001). ¢) Efecto del 5azadC y el RU-486 en estudios de proliferacion celular por
incorporacion déH-timidina. Las células se sembraron en placas de 96 hoyos y fueron tratadas
con SFB 10%, 5azadC, RU-486 o ambos, pgasencia de SFB 10% por 48hs. Sélo el
tratamiento combinado de 5azadC y RU-486ibi6 la proliferaciéon celular (*** p<0,001
tratamientosvs control). El indice de proliferacion se calculé como cpm tratamientos/ cpm
control (media + ES). Se muestra un experimeapoesentativo de tres, utilizando octuplicados
en cada uno de ellos.
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b) Tratamiento in vivo con 5azadC y RU-486 de los tumores con resistencia
constitutiva.

Tratamos animales portadores de los tumores C4-2-HI y 59-HI con la solucién
vehiculo (DMSO: HO, 1:1), con 5azadC (0,75 mg/kgldbor medio para C4-2-HI; 1
mg/kg/dia por medio para 59-HI), RAB6 (12 mg/kg/dia) 6 5azadC + RU-486.
Inicialmente los tumores 59-HI recibieraima dosis de 5azadC de 0,75mg/kg/dia por
medio, pero la inhibicién del crecimiento fue significativa, es por esto que decidimos
aumentar la dosis a 1mg/kg/dia por medComo se observa en las curvas de
crecimiento de la Figura 3-36, en ambossos la terapia combinada inhibio el
crecimiento tumoral, siendo esta inhibicidhs marcada en los tumores C4-2-HI. A la
derecha de cada curva de crecimiento se traregnagenes de los tumores al final de
los tratamientos. Analizamos cortes histolégicle los tumores al finalizar las terapias
y observamos, como se muestra en la fieig@+37, que la inhibion generada por el
agente desmetilante y el antiprogestageno se vio acompafiada de un incremento del
componente estromal (p<0,001), aumento daplaptosis y disminucion de la mitosis
(Tabla 3-1). Este ultimo resultado se esmwa reflejado por b altos niveles de
expresion de la proteinapoptética BAX y los bajos niveles de la proteina anti-
apoptotica Bcl-xI detectadgsor inmunohistoquimica en cortes de tumor obtenidos al
final de los tratamietos (Figura 3-38).

Cuando analizamos la expresion de RPA wastern blotobservamos un
incremento tanto en la fraccion nuclear como en la citoplasmatica en los tumores C4-2-
HI (p<0,01). Estos resultados fueron dgomfidos por inmunohistoquimica (Figura 3-
39a). Por otra parte, en los tumoresHi9ebservamos por inmunohistoquimica un
incremento en la fraccién citoplasmatigaperinuclear (p<0,01; Figura 3-39b). Es
probable que esto Ultimo se deba a lkafale ligando, y por este motivo RPA se
acumularia en el citoplasma.

Asimismo, con ayuda de la patélobaa. Silvia Vanzulli (Academia Nacional
de Medicina, Buenos Aires) realizamos lesig histologicos de higado, rifién y bazo en
ratones tratados con el agente desmetilamedetectarse signos de toxicidad (no se
muestra).

Como control de este experimentoatémos ratones transplantados con los
tumores C4-HIR que, pese a expresar bajesles de RPA, no regulan la expresion de
esta isoforma por metilacién de su proanpton 5azadC (0,75 mg/kg/dia por medio),
RU-486 (12 mg/kg/dia) 6 5azadC + RU-486.l&figura 3-40, se muestra que, como se
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Tamafio tumoral

esperaba, no hubo inhibicién del crecimientmdual con el tratamiento combinado de
5azadC + RU-486. En la misma figura se muestran imagenes de los tumores al final de

los tratamientos.

a C4-2-HI
5azadC +
Control RU-486 5azadC RU-486
Qo
g
&
b 59-HI
5azadC +
1007 2 goraes Control RU-486 5azadC RU-486
~ar-5azadC + RU-486

-8-5azadC

Figura 3-36. El tratamiento combinado con 5azadC y RU-486 resultd inhibitorio del
crecimiento tumoral en tumores C4-2-HI y 59-HI.Curvas de crecimiento de los tumores con
resistencia constitutiva C4-2-Hl (a) y 59-HI (batados con 5azadC (0,75 mg/kg/dia por medio,

1 mg/kg/dia por medio respectivamente; ipRY-486 (12 mg/kg/dia; sc). Los tumores se
transplantaron en ratones hembras BALB/c. Cuando los tumores estaban palpables (5/grupo) se
los tratd con solucion control (DMSO:® 1:1), RU-486 y/o 5azadC. El tamafio de los tumores

fue medido dia por medio con un calibre. Se obsviicion tumoral sélo con el tratamiento
combinado. A la derecha se muestran imagenes de un tumor representativo de cada tratamiento
al final del tratamiento
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(s e s "G
5azadC + RU-486

2 e 4.

RU-486

Figura 3-37. El tratamiento con 5azadC y RU-486 inhibe el crecimiento tumoral de C4-2-

HI y 59-HI y esta inhibicion se ve acompafada por un incremento estromalmagenes
representativas de cortes histolégicos tefiidos con H&E que muestran un cambio en la
histoarquitectura mostrando un incremento en pipamente estromaH—» ) en los tumores
tratados con 5azadC + RU-486 (p<0,001).

59-HI C4-2-HlI
Mediat ES Mediat ES
Control 5azadC+ RU-486 Control 5azadC+ RU-486

Indice apoptotico | 1+0,19 1+ 0,22 3,31 +£0,02*

3,67 +0, 09**

Indice mitético | 1+0, 069 0,49 +0,21 1+ 0,08 0,38+01

Tabla 3-1 Indice apoptético y mitdtico obsevados en los tumores con resistencia
constitutiva 59-HI y C4-3-HI tratados con RU-486 + 5azadC.*: p<0,05, **: p<0,01, ***:
p<0,001 tratades. control.
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C4-2-H1
Bax Bel-xI
BOUM - L i ed i ®
-.‘— ¥ > = ?‘.’ ,.'_“"'
.:T.., - . ~".= --t- ﬁ.,;s
Control =% 0. Fre
"3
5azadC
1
RU-486 i e
SazadC + GFetordienm

RU-486 '

Figura 3-38 Los niveles de Bax aumentan y los de Bcl-xlI disminuyen sélo en aquellos

tumores tratados con 5azadC + RU-486.Se estudi6é la expresion de Bax y Bcl-xl por

inmunohistoquimica en cortes en parafina detlonores control, tratados con 5azadC, RU-486
0 5azadC + RU-486. Se observa mayor tincién Basay menor para Bcl-xI sélo en los tumores

gue recibieron el tratamiento combinado.
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a C4-2-HI
RPA
50 um e e
z %
Control SazadC
Ctrl 5azadC Ctrl 5azadC
RPA— = ¥3i RPA —' ®& ==
FRKs = SSSSS® ERKs S
nuclear citosol
b 59-HI RPA
50um I
Control SazadC
Ctrl 5azadC Ctrl 5azadC
RPA — RPA —
ERKs = ERKs — == == ==
nuclear citosol

Figura 3-39. Inmunohistoquimica y Western blotpara RPA en los tumores C4-2-HI (a) y

59-HI (b) tratados con 5azadCContinua.
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Inmunohistoquimica. Se estudio la expresiorR@RA utilizando el Anticuerpo policlonal C19.

Los tumores tratados con 5azadC re-expresan BRAos tumores C4-2-HI se observa tincién

en citoplasma y nucleo mientras que en los 59-HI se observa marca perinuettarn blot

para RPA. En los tumores C4-2-HI tratados con 5azadC se observa un incremento en RPA en la
fraccion citosdlica (p<0,01) y en la nucleax@O05), mientras que en los tumores 59-HI
tratados con 5azadC el incremento se observaesdla fraccidn citosoélica (p<0,01). Se muestra

un western blot representativo de tres. Las ERKs fueron utilizadas como control de carga.

Barra: 50um.

5azadC +
Control RU-486 5azadC RU-486

(mm?)

Tamaifio tumoral

Figura 3-40. Los tumores con resistencia adquiridaC4-HIR no revierten el fenotipo
resistente cuando son tratados con el agente desmetilante 5aza@ando los tumores eran
palpables, se comenz6 con los tratamientos &oimales (5/grupo) fueron tratados con la
solucion control (DMSO:BD, 1:1), RU-486 (12 mg/kg/dia sc.) y/é6 5azadC (0,75 mg/kg/dia por
medio, ip.). Los tumores se midieron dia por medio con un calibre. Ninguno de los tratamientos
inhibio el crecimiento tumoral. A la derecha muestran imagenes de un tumor representativo
de cada grupo al final del tratamiento.
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Estos resultados nos muestran nuevaente que RPA seria responsable de
mediar los efectos inhibitsios del RU-486, ya que en B tumores con resistencia
constitutiva, la reexpresion de esta isofona mediante el tratamiento con el agente

desmetilante 5azadC sensibiliza a los tumorgs4-2-Hl y 59-HI a la terapia con el

antiprogestageno.
FoC_--------.:c =
| RESISTENCIA ALOS |
CORSTITUTIVA | ANTIPROGESTAGENOS |
-~ oS T et
V4 N\ /
! rpa<rPB
l "~ ADQUIRIDA
T~
RPA>RPB
PRESION
+ SazadC
SENSIBILIDAD A LOS
ANTIPROGESTAGENOS
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c) Expresion del receptor de glucocortioides (RG) en tumores con resistencia

constitutiva al RU 486 tratados con 5azadC.

Para investigar si el tratamiento ceazadC afecta la expresion del RG, y para
descartar un efecto posible del RU-486 raddipor el RG, nos propusimos a) estudiar
la expresion del RG en tumores C4-2-HI tratados 0 no con 5azadte® ein vivoy b)
estudiar la respuesta de los tumores-2cHl al tratamiento con 5azadC vy el
antiprogestageno aglepristona, que presewaor actividad antiglucocorticoide que el
RU-486.

a) Expresiéon del RG en tumoresC4-2-HI tratados o no con 5azaddn vitro ein
vivo.

En la Figura 3-43a, obsemas por inmunofluorescendia vitro, una reduccion
en la expresion del RG en células C4-24Hégo del tratamiento con el agente
desmetilante (p<0,001). Cuando estudiamaxfaesién del RG en extractos nucleares
y citosolicos del tumor pawrestern blgtobtuvimos el mismo resultado (Figura 3-43b),

descartando asi cualquier posibfecto mediado por el RG.

b) Respuesta de los tumores C4-2-HI alatamiento con 5azadC y aglepristona.
Estudiamosn vivo la terapia combinada con el antiprogestageno aglepristona,

que presenta muy baja actividad antiglucticoide (Agle; depot de 3 mg/semana) y

5azadC (0,75 mg/kg/dia). Como se muesmala Figura 3-44, la combinacién de

aglepristona y 5azadC inhibio el crecimienimoral (p<0,001), al igual que el RU-486

y 5azadC, sugiriendo que el efecto observado es a través de RPA.
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Invitro
"
S0 mm \?‘J’ 80. —]
< 60
Z 40,
§ 204
g
s 0
Control S5azadC 2 Control 5azadC
Invivo

Control 5azadC  Control 5azadC

RG — wem S o ™ — -
ERKs = ., JEE ¥
citosdlico nuclear

Figura 3-43 La expresion del RG disminuye con el tratamiento con 5azadi vitro e in

vivo en los tumores C4-2-Hl.a) Expresion del RG en células control o tratadas con 5azadC.
Las células se hicieron crecer @mamber slidegen medio de cultivo con SFB 10%, se trataron
durante 96 hs con 5azadC (5/10M) o SFB 10% (control) y se procesaron para
inmunofluorescencia. Verde: FITC- RG, Rojo: nucleos tefiidos con IP. Las células tratadas con
5azadC expresan niveles menores de RG (***p<0,d8)1lyestern blotpara RG en extractos
citosélicos y nucleares de tumores C4-2-Hl.

<

é 75 —e— Control
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Figura 3-44. Curva de crecimiento de los tumogs con resistencia constitutiva C4-2-Hl
tratados con 5azadC y aglepristonalos tumores se transplantaron en ratones hembras
BALB/c. Cuando los tumores estaban palpablégr{®o) se los traté con la solucion vehiculo
(DMSO:H,0 1:1), aglepristona (depot de 3 mg/sea)ago 5azadC (0,75 mg/kg/dia; ip). El
tamafo de los tumores fue medido dia por medio con un calibre. Se observa inhibicién tumoral
s6lo con el tratamiento combinado (p<0,001).
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Estos resultados sugieren que los etes inhibitorios generados por el
antiprogestageno RU-486 estarian mediad por RPA y no por los RG, ya que
mientras que los tumores expresan bajos niles de RPA, si expresan RG. Si fuesen
los RG los que intervienen en la respuestiahibitoria deberiamos ver inhibicién en
los tumores tratados solo con el antiprogestageno. Asimismo, la disminucién en los
niveles del RG y el aumerd de RPA con el tratamiato con 5azadC nos indica
también que el efecto inhibitorio debazadC + RU-486 estaria mediado por RPA.
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PARTE X

ANALISIS DE LA EXPRESION DE LAS DNA METILTRANSFERASAS:
Dnmtl, Dnmt 3a, Dnmt 3b

PATRON DE EXPRESION DE E-Caderina, p16, PTEN, Rb y RARB
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Andlisis de la expresion de las dnmetiltransferasas: Dnmtl, Dnmt 3a, Dnmt 3b

Las Dnmt regulan la metilacion deslaslas CpG, es por este motivo que
decidimos estudiar si las mismas estaguladas diferencialmente en los tumores
sensibles y en los resistentes ¢ibatvos a los antiprogestagenos.

En la Figura 3-41a, observamos por IF que las EPI C4-2-HI creciendo en
plastico expresan mayores niveles deribin(p<0,001) y de Dnmt3a y 3b (p<0,05) que
las células C4-HlI, y, que las EPI 59-Hpeesan mayores niveles de Dnmt3b que las
59-2-HI (p<0,001).

Cuando estudiamos estas mismas pmateien cortes de cridstato obtuvimos
resultados similares a los de los cultiymémarios, excepto qués 59-HI no sélo
muestran mayores niveles de la Dnmt3imdiambién de la Dnmtl, sugiriendo que el
microambiente tumoral podria estar tamhiégulando la expresion de estas metilasas
(Figura 3-41a). Estos resattos se corroboraron pamestern blotutilizando extractos
nucleares de los tumores (Figura 3-41b).

Nuestros resultados sugieren que rmsyores niveles de Dnmtl y 3b estarian
relacionados con la metilacion de RPA es fomores con resistencia constitutiva. La
mejor respuesta al tratamiento con 5azadC obseivad&o de los tumores C4-2-HI

respecto a los 59-HI podrialtirse a que presentan mayareeles de las tres Dnmts.
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Invitro

In vivo

Dnmt 3b Dnmt 3a Dnmt 1
C4-HI 59-2-H1 C4-H1 59-2-HI C4-HI 59-2-HI

C4-2-HI 59-I-II C4-2- 59-HI C4-2-HI 59-HI

C4-HI 59-2-HI C4-HI 59-2-HI C4-HI  59-2-HI

C4-2-HI 59-HI C4-2-HI 59-HI C4-2-H1 S9HI

C4-2-HI C4-HI 59-HI 59-2-HI

Dnmt 3b =» . : : Drmt 3bep el g i
Dnontt 3a = pees vy e Domt 3a=» o —
Domt 1 >kt i | 1] Drmt 1 = % ®es L 01 0
FRKs 3 . T S ERK: P ASESES=

Figura 3-41 Expresion de las Dnmts en los tumores con resistencia constitutiva
comparados con los tumores respondedoreSontinua.
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a) Arriba: Inmunofluorescencia en cultivos primarios. Las células creciengbamber slides

con SFB 10% se fijaron e incubaron con log@spondientes anticuerpos para Dnmtl, Dnmt3a

y Dnmt3b. Verde: Dnmt 1/2/3 - FITC Rojmucleos-IP. Las células resistentes C4-2-Hl
expresan mayores niveles de Dnmt3a y 3b @0y Dnmtl (p<0,001) que las sensibles C4-HI.

Las células resistentes 59-HI expresan mayoiesdes de Dnmt3b que las sensibles 59-2-HI
(p<0,001) Abajo: Inmunofluorescencia de los tumores. Cortes de criéstato de las mismas
muestras que fueron analizadas por MSPijseoh e incubaron con los correspondientes
anticuerpos para Dnmtl, Dnmt3a y Dnmt3brdée Dnmt 1/2/3 - FITC Rojo: nucleos-IP. Las
células C4-2-HI expresan mayores niveles de Dnmt3a, Dnmt3b y Dnmtl que las C4-HI
(p<0,001). Las células 59-HI expresan mayores niveles de Dnmt3b y Dnmtl que las 59-2-HI
(p<0,001).b) western blotpara las Dnmts utilizando extractpsoteicos nucleares de las tres
variantes tumorales. La intensiddel las bandas se cuantifico en Wésstern blotsliferentes en
relaciéon al control de carga. Los tumores C4-2-HI expresan mayores niveles de Dnmt3a
(p<0,001) Dnmt 3b (p<0,05) y Dnmtl (p<0,08)e los tumores C4-HI. Los tumores 59-HI
expresan mayores niveles de Dnmtl (p<0,01) y Dnmt3b (p<0,001) que los tumores 59-2-HI. Las
ERKs totales se utilizaron como control de carga.
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Patron de expresion de Bcaderina, pl16, PTEN, Rb y RAR en tumores con

resistencia constitutiva al RU-486.

Para estudiar si los altos niveles @gresion de las Dnmts, en tumores con
resistencia constitutiva al RU-486, eragsponsables de silenciar otros genes que
también se sabe pueden estar reguladosmatitacion, nos propusimos investigar la
expresion de E-Caderina, p16, PTEN, Rb y BARomo observamos en la Figura 3-
42a, la expresion de esas proteinas no stjuasmo patron de regulacién que el RPA,
indicando diferencias especiis de tumor y demostrando alesilenciamiento de RPA
en tumores con resistencia constitutivauasfenomeno especifico. En la familia C4,
parte de estos resultados se confirmgroninmunohistoquimica y se muestran en la
Figura 3-42b.
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59-2-HIR

Rb —> 4 o prEVaeE IR TN " PTEN
PTEN — | | § i - ' VEERg Lo
PI6 = e lor RETT

Figura 3-42 Expresion de otras proteinas potenalmente reguladas por metilacion.a)
western blotpara E-caderina, Rb, PTEN, pl16, and RAdh los tumores sensibles, resistentes
adquiridos y constitutivos. El patm de expresion de estas proteias no sigue el mismo patron de
expresion que RPA) Inmunohistoquimica para p16, PTEN y Rb en cortes histologicos de los
tumores sensibles (C4-HI y 59-2-HI), coasistencia constitutiva (C4-2-HI, 59-HI) y con
resistencia adquirida (C4-HIR y 59-2-HIR). Barra: &0.

143



Resultados

Estos resultados sugieren que nivelesas altos de las Dnmts serian los
responsables de la metilacion de RPA en los tumores con resistencia constitutiva.
Ademas los tumores C4-2-HI mostraron mayor expresion de las 3 Dnmts, lo cual
podria justificar la mejor respuesta de ete tumor al tratamiento con el 5azadC +

RU-486 en comparacion a los tumores 59-Hl.
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Discusién

Obtencién de variantes tumorales con rediencia adquirida. Patron de isoformas
del RP.

Nuestro grupo habia reportado hace algunos afios ya, que los tumores sensibles y
los resistentes constitutivos a la terapia endocrina, tenian niveles similares del RP
evaluado por el ensayo de protecciéon &RNasa y por inmunohistoquimica, pese a
que porwestern blotse observaban diferencias erpatron de expresion de isoformas
del receptor (Helgueret al.2003).

Para estudiar con mayor profundidaddiferencia entre tumores sensibles y
resistentes, generamos 4 variantes tumorales con resistencia adquirida por presion
selectiva con RU-486 en el modelo darcinogénesis mamaria inducida por la
administracion de MPA. De manera quenteanos para este estudio con tumores
sensibles, resistentes constitutivos y resists adquiridos al R486. Cabe destacar
que dos de las variantes obtenidas, la 38Ry la C7-2-HIR fieron muy dificiles de
generar, a diferencia de la C4-HIR y38-2-HIR. Este resultado representa lo que
ocurre en la clinicajonde sélo un porcentaje de patésndesarrolla resistencia ante las
terapias hormonales.

Demostramos que una diferencia impotgaentre los tumores sensibles y los
resistentes, tanto constitutivos como addos, reside en laelacion RPA/RPB,
expresando los tumores sensibles mayoresles de RPA y los resistentes mayores
niveles de RPB. Para realizar este andlisis utilizamos los Ac. C-19 y Ab-7 que
reconocen ambas isoformas del RP pastern blot,pero solo la isoforma A por
inmunohistoquimica e inmunofluorescencia (Auppedeal. 2005b). El Ac. Ab-7 se
caracteriza por marcar mas la isoforma A que la Byastern blatUtilizamos ademas
un anticuerpo especifico para RPB, el-&bque reconoce el extremo N-terminal
ausente en la isoforma A. Es importante lesmaque para poder estudiar correctamente
la relacion RPA/RPB utilizamos gel&DS-PAGEal 8% que permiten separar bien
ambas isoformas. Este no es un detalle menor, ya que existen bandas intermedias, de 94
y 105 kDa que no se separan de la isofoBren geles al 10 o 12% y pueden brindar
resultados confusos.

Los resultados obtenidos a lo largo de ésabajo de tesisonfirmarian nuestra
hipotesis que postula que lakos niveles de RPA son umarcador predictivo de una
buena respuesta a la terapia con antiprégesbs. Ademas, son resultados acordes con

otros trabajos que también postulan que el486 ejerceria efect@gonistas cuando se
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une a la isoforma B y antagonistas cuando se une a la A (Hatatz1995; Wardell

& Edwards 2005; Wardelket al. 2010). Hemos observado también en resultados
preliminares, no mostrados en este tralmlgotesis, que los tumores con resistencia
constitutiva C4-2-HI que expresan altoveles de RPB y bajos de RPA, muestran

cierto grado de estimulacion en el crecimigetumoral cuando son tratados con RU-486

y son inhibidos cuandse los trata con MPA vivo. Este resultado seria acorde con los

mencionados, ya que si el antiprogestageble486 ejerce efectos agonistas cuando se
une a la isoforma B, un progestageno comdA podria ejercer adfecto contrario.

En nuestro modelo de trabajo de aawmas mamarios inducidos por MPA ya
habiamos observado que el antiprogestageapristona era tan efectivo como el RU-
486 para inducir regresion tumoral en los tuescsensibles 59-2-HI, 32-2-Hl y C7-2-HI
(Montecchiaet al. 1999) y que el uso de oligonucletits antisentido del RP era capaz
de inhibir el crecimiento tumoral en la variante 32-2-HI (Lagtkal. 2005). Hemos
demostrado aqui también, que el antipraggeto ZK 230211 es tan efectivo como el
RU-486 para inhibir el crecimiento tumoral taimovitro comoin vivo en las variantes
sensibles que expresatos niveles de RPA.

Cabe destacar que los tumores resisteatig|uiridos, pese@ecer en presencia
de los antiprogestagenos, algunas veces namestra tasa de crecimiento menor, esto
podria deberse a efectos sisit#ra de los antiprogestagas, probablemente atribuidos
a la regulacion de las células NK (Arruvigd al. 2008) o a mecanismos relacionados
con propiedades antiglucocorticoides (Horvetal. 1995).

Los bajos niveles del RPA en las vatemcon resistencia adquirida C4-HIR y
59-2-HIR se vieron acompafiadde bajos niveles de RE sugiriendo que los bajos
niveles de dicho receptor podrian ser ertepeesponsables del fenotipo resistente. Sin
embargo, dado que observamos que las wagaton resistencia adquirida C4-HIRR y
32-2-HIR expresan muy bajos niveles de RPA pero si expresanpgeBEsamos que no
seria este receptor el Unicesponsable del fenotipo registe y que es el RP quien
juega un rol definitorio.

Asimismo, vale destacar que resultadogoublicados, obtenidos por el Dr. Juan
Pablo Cerliani en nuestro laboratorimostraron que las células T47D-YA, que
sobreexpresan la isoforma A (Tesis Doctatal Juan Pablo Cerliani), inoculadas en
hembras BALB/c, generan tumores que respargignificativamente mejor a la terapia
con RU-486 (12mg/kg/dia) que aquellos tumatesarrollados a partite células T47D

wt que expresan nivelesmlares de RPA y RPB.
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Como la terapia mayormente utilizada en el cancer de mama es el tamoxifeno,
usualmente cuando se habla de hormono-essist se refieren a resistencia a esta
terapia. Luego se incorporaron varios esisdambién de resistencia a los Al. Nuestro
trabajo aporta por primera vez estudiabre resistencia a los antiprogestdgenos en
cancer de mama y la importancia en drgra de expresion RPA/RPB vy el fenotipo
resistente. El interés se bantrado mayormente en el &#Eya que por el momento son
los protagonistas de la terapia hormoish embargo, hay otros grupos, junto con el
nuestro, que proponen incluir a los antiproggshos en el tratamiento del cancer de
mama (Chwaliszt al. 1998; Chwaliszet al. 2000; Ismailet al. 2003; Michnaet al.
1989a; Michnaet al 1989b; Schoenleiat al.2007).

El RU-486 ya fue utilizado para étatamiento de tumores de mama que
fracasaron a otros tratamientos y la resuebtenida fue sélo parcial en algunos casos.
Este antiprogestageno fue aprobaaoel afio 2000 por la FDAJ(S. Food and Drug
Administratior) para terminar con embarazos tempranos. La terapia consta de dos
administraciones, el primer dia seman 600 mg, y el tercer dia 400 mg

(http://www.fda.gov/Drugs/DrugSafety/PostrkatDrugSafetylnformationforPatientsan

dProviders/ucm111323.hjrEn la actualidad se estagtlutando pacientes con tumores

de mama para probar la terapia con RU-486dosis a probar sera de 200 mg diarios
por entre 5 y 28 diag(inicalTrialFeeds.ord. En los resultadode esta tesis pudimos
ver que la terapia prolongagar un afio con el antiprogestdgeno en hembras BALB/c
no produjo efectos colaterales. ProponemosaijiidJ-486 seria uni@rapia interesante
para etapas tempranas en pacientes selemds, con mayor expresion de RPA que de
RPB. El patron de isformas seria clave &daa de indicar esta terapia, ya que, segun
resultados de nuestroblaratorio y otros (Wardelet al. 2010) esta terapia seria
perjudicial en aquellos tum@aue expresan altos nivelds RPB, porque es a través
de esta isoforma que el RU-486 ejerce efe@gonistas. De toslananeras han sido
desarrollados antiprogestdgenos con meaotividad antiglucocorticoides y sin
actividad agonista, coo el ZK 230211 (Afhuppet al.2010), que podriaresultar aun
mejores para la aplicacion clinica. El 2280211 esta en fase Il en tumores de mama
metastaticos positivos para REh esta prueba se utilizaosis de 25 y 100 mg diarios
via oral ClinicalTrialFeeds.ord. La aglepristona, otr@antiprogestdgeno con baja
actividad antiglucocorticoide que hemos utilizado en este trabajo, es en la actualidad

s6lo de uso veterinario.
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Finalmente, el grupo de S. Fuqua demostrado que tumores con una alta
relacion RPA/RPB no responden bien a la terapia con tamoxifeno @i@R2004), y
justamente son estos los tumores que hemos visto, en el modelo del MPA, que
responden mejor a la terapia con antiprogestagenos.
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Potencial metastasico

Generalmente los tumores que desarrollan resistencia a las terapias se hacen mas
metastéticos, planteando la posibilidad qiee la hormono-resistencia y la capacidad
metastasica sean fenomenos relacionados w@ulaprogresion tumoral. Los resultados
obtenidos aqui nos muestran que la adgidiside mayor capacidad metastasica seria un
fendmeno irreversible e independiente dedapuesta hormonal. Observamos que la
adquisiciéon de un fenotipo mas metasta@soun evento unidireccional, ya que no
revierte cuando si lo hace el fenotipo resitt. Estos resultados nos sugieren que la
expresion de RPA no estaria virmth con el fenotipo metastatico.

Ha sido reportado por otros grupos quadtes resistentes atierapia endocrina
presentan una mayor activacion de la via deMAPK, la cual favogce la fosforilacion
del REx activando asi al receptor derfma ligando-independiente (Brodi al. 2006;
Martin et al. 2005). Existen estudios que vinculan la activacion de AKT con la
hormono-resistencia y proponen ademas aadmhinasa como un marcador de este
fendmeno (Tokunagat al. 2006). Nuestros resultades particular no apoyan esta
hipotesis ya que observamos que los tumsessibles C4-HI muestran alta activacion
de AKT y que este patron no se mantiendosrtumores sensibles C4-HIRev, sino que
éstos ultimos muestran una baja activaciorAld@ y alta de ERK1/2 al igual que los
tumores resistentes C4-HIR. De manarae los tumores con mayor capacidad
metastasica, los C4-HIR y los C4-HIRev, estran baja pAKT y alta pERK1/2. Estos
resultados coinciden con los reportagms Toker y Yoeli-Lerner (Toker & Yoeli-
Lerner 2006) donde muestrajue una alta activacion d&KT1 inhibe la actividad
transcripcional de NFAT, un factor de transcripcioreciamente relacionado con un
fenotipo invasivo. La disminucion de pAKdodria inducir un aumento de NFAT, que
en consecuencia aumenta la expresion de la metaloproteinasa MMP-9 y otras vias
relacionadas con la capacidad invasiva ytastdsica. Seria interesante tratar los
tumores C4-HIR y C4-HIRev, con mayor porcéatde metastasis axilares y expresion
de MMP-9, con un inhibidor ddFAT y ver si esto disminuye la capacidad metastasica,

para ver si la hipétesgopuesta es la correcta.
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Reversibilidad de la resistencia adquirida.

En este modelo, la resistencia adiglaira los antiprogestagenos, pero no la

constitutiva, puede revermor los siguientes mecanismos:

a) Pasajes singenéicos seriados en auseékedia presion selectiva con el RU-486.
b) Tratamiento hormonal con E2 o tamoxifeno.

c) Aislamiento de células tumorales cultivadas en plastico y en matrigel.

En todos los casos la reversion derédsistencia se vio acompafada de la
reexpresion de RPA. Estos resultados sugiguenla expresion de RPA estaria regulada
por algin mecanismo epigenético, ya qoeede manipularse al menos por los
mecanismos enumerados.

Resumiendo, los tumores resistentes a la terapia hormonal pueden recuperar la
sensibilidad al tratamiento e inclusive adpgetumores con alta capacidad metastasica
pueden regresionar si son tratados corelapia hormonal indicada. Asimismo, la
aplicacion de terapias combinadas podria senatiélo para revertla resistencia sino

también para evitar o demotaraparicion de la misma.

Participacion de los CAFs en el fenotipo resistente adquirido.

Nuestro grupo ha demostrado que los CAFs provenientes de tumores C4-HI son
mas estimulatorios sobre laofiferacion de las célas epiteliales y expresan mayores
niveles de FGF-2n vitro, que los provenientes demores C4-HD (Giulianellet al.
2008a). Este resultado nos llevo a pensartagjueez los CAFs HI y los CAFs HIR eran
diferentes, y que los Ultimos podrian papde en la determinacion del fenotipo
resistente.

Por este motivo decidimos realizar cultivosxtos de EPI purificadas HI y HIR
con CAFs HI y HIR en las distintas comaaiones posibles, para ver si los CAFs HIR
podian conferirle resistencia a las EPIyH& las EPI HIR. Observamos, sin embargo,
que la respuesta de las células tumardiente a los CAFs HI y los HIR fueron
similares. Es decir, todos los co-cultivieeron estimulados por MPA e inhibidos por
antiprogestageno, indicando que los CAFs giosblos no son fresponsables de

conferir la resistencia hormonal en el tumBstos experimentos podrian repetirse en
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cultivos en Matrigel para determinar ademas de la presencia de los CAFs, es
necesario mantener a las células epitaia@e un contexto tisar de uniones célula-
célula y célula-matriz pamareservar la resistenam cultivo.

Los resultados obtenidos vitro destacan la importancia que tiene el
microambiente tumoral en el crecimiento de tiemores y su fenotipogsistente en este
caso. Vimos que ni los cultivos en plasticeenimatrigel fueron capaces de mantener el
fenotipo resistente adquiridie las células C4-HIR y 58-HIR, pero que éste pudo
recuperarse al reinocular las células epiediarecidas en plastico en hembras BALB/c,
lo que indicaria que existe algun factor o factores del entorno tumorao que son

imprescindibles para el mantenanto del fenotipo resistente.

Metilacién de RPAY reversion de la resistencia constitutiva.

Las modificaciones epigenéticas son diggeque no alteran la secuencia del
ADN pero que si determinan si un gen gpresa o0 no, son hereditarias y reversibles
(Veeck & Esteller 2010). La plasticidad de la expresion de RPA en los tumores con
resistencia adquirida sugiegeie esta isoforma estariegobada por algiin mecanismo
epigenético. Esta hipotesis es aun masistarge cuando observamos que al reinocular
in vivo las células epiteliales HIR crecidas eastico, que son sensls al RU-486, el
tumor que se genera recupera su fipoaesistente y leelacion RPA/RPB<1.

Se ha demostrado previamente que tanto el &ino el RP pueden ser regulados por
metilacion (Fleuryet al. 2008; Lapiduset al. 1996; Mirzaet al. 2007; Renet al. 2007;
Vasilatoset al.2009). Decidimos por lo tanto estudiaftesexpresion de RPA estaba regulada
por este mecanismo en los tumores resistentes. No hay en la actualidad estudios de metilacion
en tumores con resistencia adquirida, dstce alun mas interesante nuestros resultados.
Inicialmente pensamos que los tumores corstestia adquirida seriaguellos que regulan
RPA por metilacién de su promotor y ncsloonstitutivos que mantuvieron en todas las
condiciones experimentales el mismo patréregigresion de esta isoforma de RP. En este
trabajo de tesis pudimos demostrar por primera vez que RPA esta metilado en dos tumores
gue espontdneamente se hicieron HI y resisteatéos antiprogestagenos y en ellos, la
sensibilidad a la terapia con antiprogestaggnao ser recuperada mediante el tratamiento

con un agente desmetilante.
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Existen en la actualidad pocos trabajososmue se estudia el silenciamiento de
RP en tumores de mama (Lapideisal. 1996; Leuet al. 2004; Mirzaet al. 2007).
Recientemente, Vasilatos et al, estudib patron de metilacion de varios genes
(Vasilatoset al. 2009), entre ellos RPA y RPB,cpmunican que la metilacion RPA
junto con la de RAR (M4), INK4a/ARF y HIN-1 pdrian predecir carcinomas
mamarios no asociados a BRCA 1/2 yplagresion tumoral. Sin embargo, no habia
hasta este trabajo de tesisngun estudio clinico o exparental que sugiriera que la
metilacion de RP o RE podria ser el mecanismo epigenético relacionado con la
adquisicién de resistencia a los antiprogestagenos. Nuestros estudios demuestran
claramente que la resistencia constitutivaadquirida al RU486 esta regulada por
mecanismos epigenéticos diferentes, y que sn el primer caso es la metilaciéon del
promotor deRPAla causante de la resistencia a los antiprogestagenos. En los tumores
con resistencia adquirida, el mecanismo no ha podido ser elucidado aun.

La mayoria de los estudios se centran en la metilacion deleRHas células
MDA-MB-231, y la metilacion del RP, mayormie RPB, ha sido estudiada como un
gen regulado por RE En estas células ha sido demostrado que tanto RE como RP
estan silenciados por metilacion de swnpotor. El tratamiento con un agente
desmetilante induce la expresion decRERPB, pero no RPA (Fergusen al. 1995).

El mismo grupo demostro que REra capaz de inducir lxgresion de RP pese a que
el promotor de este Ultimotésmetilado, ya que cuandamsfectan a estas células con
REa inducen la expresion de RPB. Sin engioa en clones RE negativos, derivados de
las células MCF-7 han mostrado resultadpsestos, ya que la reexpresion debRi6

fue suficiente para expresar el RP, sipoe es necesaria la desmetilacion de su
secuencia (Leet al.2004).

En las células MDA-MB-231 también stemostré que el tratamiento con
agentes desmetilant@s vitro induce la resensibilizacion al tamoxifeno (Shamehal.
2006). El grupo de Shao y colaboradores, mostré que el tratamiento de células MDA-
MB-435 in vivo con inhibidores de las Dnmt ehibidores de las HDAC inhibe el
crecimiento tumoral por si solos, y snaun en animales ovariectomizados (Eaal.
2008). Sin embargo, en nuestro conocinoenb hay hasta lé&echa ningun trabajo
donde estudiem vivo el efecto de terapias combiredcon antiestrégenos, tamoxifeno

0 antiprogestagenos con agentes desmetilantes.
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Decidimos evaluar entonces si era plesibducir la expresion de RPA con un
agente desmetilante vitro e in vivo. Para ello utilizamosl 5azadC. Estudiamos
primero la tolerancia al agendesmetilante por estudios peoliferacion y de toxicidad
in vitro barriendo concentraciones desde 3.M hasta 5.18 M de 5azadC. Como no
observamos diferencias en lalfieracion celular por incorpacion de timidina tritiada
con ninguna de las concentraciones comparedas! control, analizamos qué ocurria
con el tratamiento combida con RU-486, utilizando la concentracion intermedia de
5.10 M de 5azadC. En las células C4-2-Htaesoncentracion fue efectiva, inhibiendo
la proliferacién celular, mientras que &s 59-HI sélo pudnos observar un efecto
similar con una concentracién mayor (5°181). Sabemos por rekados previos del
laboratorio que la incorporacién de timidina correlaciona con el recuento celular.
Cuando realizamos los tratamientosvivo, observamos un fenbmeno similar, ya que
los tumores C4-2-HI fueron inhibidoson RU-486 combinado con 5azadC 0,75
mg/kg/dia por medio, mientras que en fosiores 59-HI solo pudimos ver un efecto
inhibitorio utilizando el 5azadC a una c@mtracion mayor, de 1 mg/kg/dia por medio.

Cuando estudiamos los niveles de expresién de las Dnmts en los tumores
resistentes constitutivos comparados con los sensibles, observamos que son las Dnmt1,
Dnmt3b y Dnmt3a las que estan aumentadastumores C4-2-HI, y las Dnmtl y
Dnmt3b en los 59-HI, siendo mayor el auneeeh los tumores C4-2-HI que en los 59-
HI. Esta podria ser la razén garcual los C4-2-Hresponden mejor a la terapia con el
inhibidor de Dnmts que los 59-HI.

Los resultados observados acuerdan con los datos reportados por Veeck y
Esteller (Veeck &Esteller 2010) quienepostulan que se observa un aumento de
expresion de las 3 Dnmts en carcinonmaamarios, siendo el de Dnmt3b el mas
significativo comparado con muestras de mawmanal, luego el de Dnmtl y por ultimo
el de la Dnmt3a. Este grupo propone entorgeses la Dnmt3b la que pareceria jugar
un rol mas importante que las otras donsl proceso de carcinogénesis.

Desconocemos aun la razéon por la cestdn aumentadas las Dnmts en los
tumores que estudiamos. Estos mayoregles podrian deberse amplificaciones o
mutaciones. Han sido detectadas en t@sode pulmon, prostata y mama varios
polimorfismos de la Dnmt3b que podrian ks responsables de este incremento. En
tumores de pulmén se ha observado quealasicion de C a T produce un incremento
en la actividad transcripcional del promotte la Dnmt3b. Han sido detectados ademas

en la secuencia 3'UTR de las 3 Dnmts sitios complementarios para la familia mirR-29
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(miARN), que podrian ser también responsalde la regulacion de estas proteinas
(Veeck & Esteller 2010). Son varios entonces los posibles mecanismos regulatorios a
estudiar.

Hemos observado en resultados preliminares recientes, que en los tumores con
resistencia constitutiva 59-HI hay una alta expresion de la HDACWestern bloty
por inmunohistoquimica comparandola corXpresion en los tumores sensibles 59-2-

HI y los tumores con resistencia adquirida 59-2-HIR. Esto sugiere que la expresion de
RPA podria estar regulada por eventos de acetilacion de histonas, ademas de la
observada metilacién en elgonotor, dos fendbmenos que muchas veces estan asociados
(Fleury et al. 2008; Sharmaet al. 2006; Yanet al. 2001). Seria interesante entonces
probar en estos tumores una terapia combinada con el agente desmetilante 5azadC, un
inhibidor de las HDAC (como la Tricostatida TSA) y RU-486 para ver si se potencia

la inhibicion del crecimiento tumoral.

En los experimentos donde tratamos los tumores con el agente desmetilante,
cabe destacar que, pese a que observamasimanto en la expresion de RPA en los
tumores tratados con 5azadC, en la mayoria de los casos el nivel de expresion de RPB
se mantuvo mas alto que el de RPA. Esto podria deberse a que, como se ve por
inmunohistoquimica, solo algunas células re-expresan RPA con el tratamiento con el
agente desmetilante, y cuando realizagxisactos de tumor para analizar pastern
blot, las células que reexpresan RPA quedadifinidas en el total de las células que
componen el tumor. Esta heterogeneigamtiria explicar paué vemos solo una
disminucioén en el crecimientornoral y no una completa regresion.

Se ha demostrado que agentes desmetilantes como la zebularina son capaces de
inhibir la proliferacion celulapor inducir apoptosis en las células de cancer de mama
MDA-MB-231 y MCF-7. En estas células observaron que el tratamiento con zebularina
indujo el clivaje de PARP yna disminucién de la proted antiapoptética Bcl-2. En las
células MDA-MB-231 observaron ademas ummauato de la proteina apoptética Bax
(Billam et al. 2010). Contrariamente @sto, el tratamienta vitro e in vivo con el
agente desmetilante 5azadC no fue capaz de inhibir la proliferacion celular o el
crecimiento tumoragber seen los tumores de nuestro modelo tumoral, pero si fue capaz
de inducir la expresion de RPy la recuperacion consecuertte la sensibilidad a los
antiprogestagenos. Sélo la combinacién de 5azadC + RU-486 produjo un aumento de

Bax y una disminucion de Bcl-gbservada por inmunohistoquimica.
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Todos estos resultados en su oatp nos hacen pensar en una posible
aplicacion terapéutica de los agentes déitanées junto a una terapia enddcrina en
aquellos tumores con altos niveles denilsy que hayan desarrollado resistencia
hormonal.

Los agentes desmetilantes han sido aprobados en la clinica para el uso en
enfermedades hematolégicas y son utilimdomo agentes diferenciadores (Lyko &
Brown 2005). Nuestros resuttas, junto con los de osogrupos, sugieren que los
inhibidores de las Dnmts podniaser utilizados para reexgsar blancos terapéuticos,
como RPA en nuestro caso (Brinkman & el Ashry 2009; O'Beteal. 2009; Sharmat
al. 2006).

Por otro lado, en la mayoria de los trabajos se informa una relacion entre la
metilacion deREx y del RP. Por este motivo estudiamos también la expresion de RE
en los tumores resistentes. Si bienagunos casos el nivele expresion de RE
también disminuyd, no se observé un patron claro. Por este motivo analizamos también,
por MSP, utilizando cuatro pares pemersdiferentes, si epromotor de RE estaba
también regulado por metilacion, sin entrar ningun patron de metilacion que
diferencie a los tumores resistentes de los sensibles. Asimismo, investigamos si los
tumores con resistencia constitutiva respandi la terapia combinada de 5azadC y E2
como lo hacian con 5azadC y RU-486. Bie easo no observamos respuesta inhibitoria
tantoin vitro comoin vivo (experimentos no mostrados este trabajo de tesis). Estos
resultados sugieren que si bieambios en la expresion de &kBPpueden acompafar
cambios en la respuesta hormonal, no serian determinantes de la misma.

Sabemos por resultadgsevios, que oligonucledtidos antisentido para RP
inhiben la proliferaciéon celular (Lamdt al. 2005), lo cual indica la importancia del RP
en el crecimiento tumoran los tumores del modelte carcinogénesis inducida por
MPA. Podria estar ocurriendo también qua@nento de las Dnmts observado en los
tumores con resistencia constitutiva fueeaponsable de la metilacion de genes que
favorecen el crecimiento hormono independigetdre ellos el RPA. Asimismo, acorde
con esta hipotesis, en los tumores con resistencia constitutiva observamos un
crecimiento mas rapido tanto vitro comoin vivo, y un patrén de crecimiento mas
independiente del estroma, ya es muy bajgproporcion del mismo en relacion al
componente epitelial. Sin embargo, cuando tratamos los tumores con 5azadC no

observamos una inhibicion del crecimiertomoral. La recuperaciéon de funciones
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supresoras del crecimiento tumoral deberian haberse recuperado con el tratamiento con
el agente desmetilante y deberiamos haber observado cierta inhibicion tumoral. Sin
embargo, sélo observamos inhibicién dedaimiento de los tumores cuando tratamos
los animales con 5azadC combinado con RU-486. Cuando analizamos otros genes que
se regulan por metilacion, conson E-caderina, p16, PTEN, Rb, y RARudimos
observar que no siguen el mismo patrénmailacion que RPA. Estos resultados en
conjunto estarian indicando que los tunsomestudiados presentan una metilacion
especifica de RPA.

Se sabe en la actualidad que los pstéigenos juegan un rol importante en el
desarrollo de un fenotipo neoplasico erglandula mamaria (Beral 2003; Pazisal.
1992), de manera que el RP podria seorezg@s un importante bleo terapéutico. Ha
habido varios estudios donde muestran lextes terapéuticos de antiprogestagenos
solos o combinados con antiestrégenositarentes modelos experimentales (Gadty
al. 2004; Klijn et al.2000).

En los tumores con resistencia adgiairno hemos podido esclarecer cual es el
mecanismo que regula la expresion de RBabemos por los resultados obtenidos que
no es la metilacién de su promotor, pero mantenemos la hip6tesis de que se trata de un
mecanismo epigenético. Segun resultadosnpirgres estos tumores también expresan
HDACL1. Seria interesante entes tratarlos con un inhdor de las HDAC, como el
TSA. Por otro lado ha sido reportadme los miARN juegan un rol importante
regulando la expresién de genes en variasstige carcinomas, entre ellos, de mama.
Estan identificados aquellos que regulanelpresion de las Dnmt3a y Dnmt3b, y
también del RE y del RP (Veeck & Esteller 2010Podria ser entonces que la

expresion de RPA en los tumores con resgsteadquirida este gallada por miARNS.
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RG y efecto antiprogestageno.

El RU-486 es un potente antiprogestémg antiglucocorticale (Horwitz 1992).

En nuestro modelo experimental resultad@yvims a este trabajo de tesis han mostrado
una importante participacion del RP mediatmefectos de la tapia con el RU-486,

ya que resultados similares se obtuvieroando se utilizé otr@ntiprogestageno con

baja actividad antigluococorticoidie onapristona (ZK 98299; Montecchaa al. 1999;
Wargonet al. 2009). En este trabajo validamdgho resultado utilizando otros dos
antiprogestagenos, el ZK 230211 y la agktona, que tienen menor actividad
antiglucocorticoide y no presentan actividagonista como el RU-486. Pese a esta
validacion, debiamos descartar que teatamiento con 5azadC no estuviese
incrementando los niveles de expresion de] RGque se sabe que puede estar regulado
por metilacion (Altet al.2010). Curiosamente cuando analizamos la expresion de dicho
receptor observamos una disminucion del mismo cuando las células o los tumores
fueron tratados con 5azadC, sugiriendo que los RG no estarian mediando el efecto
inhibitorio del RU-486. La expresion del RG,iglial que la del resto de los receptores
para hormonas esteroides, estgulada por varios factoresntre ellos la participaciéon

de coactivadores, como la familia p160 y correspresores, como NcoR (Htitler
2007). La disminucién en la expresion &6 con el tratamiento con 5azadC podria
deberse, por ejemplo, al aumento de alggnfads corepresor/estido al tratamiento

con el agente desmetilante.

Asimismo, cuando tratamos los tumemon 5azadC y aglepristona, obtuvimos
resultados similares a los que vimos al wiliel RU-486, lo cual confirma que el efecto
inhibitorio del antiprogestageres via el RP y no el RG.

Cabe mencionar también que los tumdB&s2-HI sin tratar si bien expresan
muy bajos niveles de RPA, expresan alteehde RG, de manera que si el efecto del
RU-486 fuese via el RG deberiamos haber observado inhibicién del crecimiento con el
antiprogestageno en los tumores del grupo cbr@antrariamente asto, no sélo no se
observan efectos inhibitorios del RU-486ext0s tumores sino que por el contrario los

tumores crecieron aun mas en presencia del RU-486.
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Conclusiones

1) Utilizando dos familias tumorales difetes del modelo de carcinogénesis
mamaria inducida por MPA en ratonesyastramos que una diferencia importante
entre los tumores sensibles y los resigds (constitutivosy adquiridos) a los
antiprogestagenos, reside &nrelacion RPA/RPB. Los tumores sensibles expresan
mayores niveles de RPA, mientras que resistentes mayores niveles de RPB. Esta
diferencia seria entonces un posible marcgdoa discriminar un tumor sensible de uno

resistente.

2) Demostramos por primera vez que el RPA esta metilado en dos tumores
espontaneos diferentes con resistenmastitutiva a los antiprogestdgenos en un
modelo de carcinogénesis mamaria de rayogue la sensibilidad la terapia con
antiprogestagenos pudo seruperada reexpresando RPA nade el tratamiento con

un agente desmetilante. Este resultado, ademas de ser relevante por mostrar la
metilacion deRPAen ratdn por primera vez, apogaestra hipétesis que propone que
altos niveles de RPA son predictivos dea buena respuesta la terapia con
antiprogestagenos.

3) No hemos podido hasta el momento dilucicizél es el mecanismo que regula la
expresion de RPA en los tumores con resistencia adquirida, sin embargo la plasticidad
que observamos en la expresion de esta is@faros hace pensar que se trata de algun

mecanismo epigenético y no diguna modificacion genética.

4) Reportamos que los tumores con res@geadquirida muestran mayor potencial
metastético, y que este fenotipo mas agreswoevierte cuando $ hace el fenotipo
resistente. Este resultado nos indica porlado, que la expresion de RPA no esta
asociada a un fenémeno de seleccién clonalllevamente nos sugiere que se regula
por algiin mecanismo epigenético. La adquisiale un fenotipo mas agresivo si estaria

asociada a una seleccion clonal.
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La fuerte correlacién que hemos visto a lo largo de todo este trabajo de tesis
entre la expresion de RPA y la sensilidad a los antiprogestagenos sugieren
fuertemente que la terapia con antiprogstagenos deberia ser considerada como
posible tratamiento para tumores de mamaon alta expresiéon de dicha isoforma.

Proponemos también con estos resultados que la terapia combinada de
antiprogestagenos con estrégenos o TAM podrier una posible opcién para tratar
tumores con resistencia adquirida y demorar la aparicion de resistencia en

aguellos tumores que responden adecuadamente en un inicio.

161



Conclusiones

SENSIBLES

ol
é
2
el
ol
Q
RU-486 + E2
RU-486

lv RPA —
2 EPA metilado ¥ Cultivo en plastico
Q
Q
e

162



APENDICE




Apéndice

CULTIVO CELULAR: MEDIOS Y SOLUCIONES

Medio de cultivo
e DMEM/F12 (Dulbecco’s modified Eagle’s medium: Ham’s F12, 1:1)

(Sigma Aldrich, St Louis) sin rojo fenol. 15,6 g/l
e Bicarbonato de sodio (Sigma Aldrich) 1,2 g/l
e Sulfato de gentamicina comercial 50 mg/l

Se preparé segun las instrucciones défi¢ante con agua bidestilada y se

esterilizo por filtracion.

Suero Fetal Bovino (SFB) decomplementado
SFB (PAA Lab. BIOSER, Argentina) calado en bafio térmico a 56°C durante

treinta min.

SFB depletado en hormonas adsorbido con carbén (SFBch)

Se incubd el SFB decomplementadm ccarbén activado (5%; Mallinckrodt)
durante 1 h a 4°C con agitacion permanehigego de la adsoion, el suero se
centrifugd dos veces a 12000 rpm durante 20 min. El sobrenadante se volvioé a incubar
con 5% de carbdn activado persta vez durante toda la noghdinalmente, el suero se
centrifugé 6 6 7 veces hasta eliminar completamente el carbon y se esterilizd por

filtracion.

Medio de cultivo para células epiteliales y CAFS
e DMEM/F12
e 10% SFB decomplementado

Medio de lavado
e DMEM/F12

e 2% SFB decomplementado.

PBS 10X
e NaHPO..12H,0
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(fosfato dibasico de sodio, dodecahidrato. Anedra) 30,06 g
e NaHPOy.HO

(fosfato monobasico de sodimonohidratado. Anedra) 2,56 ¢
¢ NaCl(Anedra) 87,69

Se llevé a un litro con ¥Dd. Para trabajar sed¢®una dilucion 1:10 con @d.

Soluciéon enzimatica utilizada para la digestion tumoral

e Tripsina(Gibco,1:250) 0,25%pl/v
e Colagenasdipo Il (Gibco) 0,25%p/v
e AlbUumina sérica bovina (Sign#drich) 0,5%p/v

Se disolvié en PBS 1X.

Solucion de Tripsina
e Tripsina(Gibco,1:250) 0,25%/v
Se disolvio en PBS 1X.

Solucion de Tripsina-EDTA
e Tripsina(Gibco,1:250) 0,25%/v
e EDTA (Cicarelli) 0,2% p/v
Se disolvio en PBS 1X.

Timidita tritiada (utilizada en ensayos de proliferacion celular)

e >H-timidina (NEN, actividad especifica 20 Ci/mmol) Qdi/hoyo

Liquido de centelleo
e Optiphase ‘HISAFE’ 3 (PerkinElmer).

INMUNOHISTOQUIMICA / INMUNOFLUORESCENCIA

PBS 10 X
¢ Fosfato dibasico de Sodio (NaHRT2H,0) 30,06 g.
¢ Fosfato monobasico de Sodio (N&tdy.2H,0) 2,89 g.
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e Cloruro de Sodio (NacCl) 87,6 g.

Volumen final 1 litro de agua destilada.

Para utilizar, se diluye a una @amtracion 1X, en agua destilada.

loduro de Propidio (solucion madre)

¢2 mg en 1 ml de agua destilada.
Solucién de blogueo

Suero fetal bovino (SFB) al 10%, triton %9len PBS 1X en el caso de ser
policlonales, y en SFB 4l0%, MOM 10% (M.O.M. kit VECDOR) tritdn 0,1%, en PBS
1X en el caso de ser monoclonales. El Trigé utiliza para permeabilizar los nacleos y
permitir asi el marcado especifico mas iefitemente y el MOM para disminuir la
reaccion del anticuerpo monoclonal cos lamunoglobulinas propias del ratén que

aumentan el marcado inespecifico

WESTERN BLOT

PBS 10X
e Cloruro de Sodio (NacCl) 80,0 g.
e Cloruro de Potasio (KCI) 2,049.
e di-sodio hidrogenofosfato anhidro (MPOy) 36,2 g.
¢ Fosfato de potasio monobésico (#y) 2,4 9.

Volumen final:1 litro de agua destilada.
Para utilizar se diluye a una aamtracion 1X, en agua destilada.
Para preparar PBS 1X, é&n 0,1%, se le agrega:

e Tween 20 1ml
Acrilamida 30%

¢ Acrilamida (Gibco BRL) 29 g.
¢ Bisacrilamida (Gibco BRL) 1lg.
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Volumen final:100 ml agua destilada

Se filtra 'y se conserva a @°protegida de la luz.

Tris-HCI 1,5 M pH 8,8

e Tris

Volumen final:'500 ml agua destilada.

(Llevar a pH con HCI 1:2)

Tris-HCI 1,0 M pH 6.8

e Tris

Volumen final:'500 ml agua destilada.

(Llevar a pH con HCI 1:2)
SDS 10%

e SDS (Gibco BRL)

Volumen final:100 ml agua destilada

Persulfato 10% (APS)

e APS (Gibco SRL)

Volumen final:10 ml agua destilada

Bufferde siembra (LoadinBuffen) 3X

e SDS

¢ -mercaptoetanol
e Glicerol

e Tris 0,18 M pH 6,8

90,85 g.

60,57 g.

1lg.

6 %
15 % VIV
60 %
0,18 M
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e Azul de Bromofenol 0,006 % plv

Se lleva a 1X con la muestraegse va a sembrar en el gel.

Bufferde Corrida 10X

o Tris 30g.
e Glicina 144 g.
e SDS 10 g.

Volumen final:1 litro de agua destilada.
Para utilizar se diluye a unarcentracion 1X, en agua destilada.

Bufferde transferencia

e Bufferde corrida 10X 100 ml.
e Metanol 200 ml

Volumen final:1 litro de agua destilada.

Solucién de Revelado

¢ A) 4,6 ml agua destilada + 333Tris pH 8.8 + 5Qul Luminol (Sigma) + 23l
Acido Cumaérico (Sigma).
¢ B) 4,6 ml agua destilada + 383Tris pH 8.8 + 3.2u H,0O, (Merck).

Se mezclan las soluciones Ay B y se coloca la resultante sobre la/s membrana/s de
nitrocelulosa durante 2 min aproximaakente antes de exponer las peliculas

fotograficas.
Luminol: 22 mg de luminol en 500 de DMSO
Cumarico: 7,5 mg de acido cumarico en n0@e DMSO.

Solucién de blogueo

Leche descremada en polvo al 5% en PBS 1X/ tween 0.1%
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Marcadores de peso molecular

Rainbow prestained molecular weight markers (Amersham).

Membrana de nitrocelulosa
Hybond C (0,45um; Amersham).

EXTRACTOS CITOSOLICOS Y NUCLEARES

TUMORES

BufferA (TEDG; preparacién extractos totales)

e Tris-HClIpH 7.4 20 mM
e EDTA (Sigma) 1,5mM
e Dithiothreitol (Sigma) 0,25 mM
e NaoMO,4 (Merck) 20 mM

e Glicerol (Raudo) 10 %

Para los extractos nucleaesla misma preparacion + Sucrosa 0.25 M + NaCl 0.4 M.

CELULAS

Medios y soluciones:

TEDGS 10%: Tris 50 mM (pH 7.4)
EDTA 7,5mM
DTT 0,5mM
Qiceral 10%
Sacarosa 0,29

Buffer lavado nucleos: TEDGS 10% + NP-40 0,01%.
Buffer rotura nucleos: TEDGS 10% + KCI 0,4 M.
TEDGS 30%: i[demTEDGS 10% pero con 30% de glicerol.

Inhibidores de proteasas

e PMSF (Sigma) 0.5 mM

169



Apéndice

e Mezcla de ZPCK (Sigma) 0,025mM, TL@Gigma) 0,025 mM, TPCK (Sigma)
0,025mM y TAME (Sigma) 0,025 mM.

METODO DE LOWRY

Curva standard de albumina (Sigma) con valores en un rango desdge Qp80

duplicado).
Scl: CuSQ 1%, tartrato de N& 1% enbufferNa,CO; 2% NaOH 0,1N

Se diluyen 3ul de cada muestra en 1(Dde agua destilada (por duplicado), y se le
agregan 0,9 ml de Scl. Se agitan las tnag&n un vortex y luego de 10 min se
agregan 10@l del reactivo de Folin (Folin-Ciocali¢ diluido 1:2. Se esperan 30 miny

se mide la absorbancia a 750 nm en un lector de ELISA.

A partir de la curva de caliacion obtenida se averiguadancentracion proteica de las

muestras incognitas.
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EXTRACCION DEL ADN DE TUMORES.

Buffer de digestion

(Usar agua demonizada y destdguhra todas las soluciones)

100mM NaCL
10mM TrisCl pH8
25mM EDTA pHS8
0,5% SDS

mg/ml proteinasa K (aggar en el momento)
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