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Resumen

El entendimiento de los mecanismos que llevan al desarrollo del cancer de mama hormono-depen-
diente y la progresién del mismo a la resistencia hormonal es vital para el impulso de nuevas terapias.
En particular, el desarrollo de nuevos modelos experimentales que permitan explorar estos mecanismos
es fundamental, ya que en la actualidad se cuenta con pocos sistemas que recapitulen estos aspectos
de la enfermedad. En el Bioterio del Area de Investigacion del Instituto “Angel H. Roffo” se mantiene
por transplante subcutaneo singenéico un tumor de mama estrégeno dependiente al que se denominé
MO05, surgido espontaneamente en una hembra virgen de la cepa BALB/c. Del mismo se generé la linea
celular continua LM05-MIX, y los clones LMO5-E y —F, cuya caracterizacion fue el objetivo de este tra-
bajo. Se encontré que LM05-MIX esta compuesta de dos poblaciones celulares, una epitelial, positiva
para citoqueratina 14 y 18, E-cadherina y vimentina. Por otra parte la poblacién fibroblastica fue positiva
para actina de musculo liso, vimentina y negativa para citoqueratinas y E-cadherina. Ambas poblaciones
expresaron receptores de estrogeno y progesterona. Ensayos de proliferacion demostraron que tanto la
linea LM05-MIX como la —E fueron estimuladas por estradiol e inhibidas por tamoxifeno. La linea LM05-
F no respondié a estos tratamientos. Se observé induccion de apoptosis en la linea —E en presencia
de tamoxifeno, lo cual no ocurrié en la LM05-MIX, sugiriendo un papel del estroma en la adquisiciéon de
resistencia al tamoxifeno en este modelo experimental. Tratamientos a tiempos cortos demostraron que
tanto el estradiol como el progestageno MPA son capaces de inducir efectos no genémicos en las lineas
LMO5-E y -F lo cual se evidencio por la fosforilacion de ERK. Inoculacion de la lineas en ratones hembras
y machos de la cepa BALB/c revel6 que sélo las lineas MIX y —F son tumorigénicas, manteniendo sélo la
MIX su hormono-dependencia. Andlisis de la histologia de los tumores generados por la MIX demuestra
que a pesar de que se mantiene la expresion de receptores hormonales, la representacion de los distintos
tipos celulares no coincide con el tumor parental M05, ya que hay una pérdida del componente epitelial
y aumento del estromal. Nuestros resultados demuestran que el sistema LMO05 es de sumo interés para
el estudio de los mecanismos involucrados en la respuesta del cancer de mama estrégeno dependiente
tanto al estradiol como al tamoxifeno, y en especial se presenta como una herramienta adecuada para
estudiar el papel de las relaciones epitelio-mesenquimaticas en este contexto.



Tesinas Caracterizacion de la linea celular LM05, derivada de un tumor mamario murino...

Indice

F Yo r=Te [ Ted 14 g 1T o (o F P U RTR PP PPPP 5
RESUMEN. .....ceiiiitiiiee ettt e et e e sttt e e e e et e e e e e seateeeeeesaseeeeaeaassaaeeesaassaeeaeaansaeeaessansanaeesasseeeeeaanes 6
INTRODUGCCION.......oooiiieieeeeeeee ettt e et et et see e e e stese et seess s seesnesseeeseenennaeesnnann 8
PO UL T Y o= =Y o S 8
La glandula mamaria y €l CANCEr de MamMa...........uiiiiiiiiiiie e 8
e Te (o] (=l o [ (=TT o F PP RPN 8
Clasificacion de 10s tUmOores de Mama. ........cooiiiiiiiiiie et e e e e e e e e e e e nneneees 9
TratAMUENTOS. ... .ottt e e e e e e e e e e aeeaeaeeeeereeeaera——— b ——————————————— 10
Bl fAMOXIFENO. ..o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e —— b ——————————— 10
Receptor de estrdgeno ¥y CANCEr A& MaMA. ......oiuieiiiiiiiiiie ettt e e 11
Resistencia al tamoxifeno e interaccion entre distintas vias de sefalizacion. ...............cooocccee. 13
Modelos experimentales y [IN€as CElUIAres. ............coooiiiiiiiiiiii e 14
ANTECEAENTES ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e —— b ———————————— 15
L0 o] 1= 1Y 1= P PR PPPR P 15
MATERIALES Y METODOS...... .ottt es s seaes s e st s eesteesaseaneneseteeneanneaeas 15
([0 ga o] o F= 1T OO 15
Y LYo [ToXo SN o101 1117/ T PR PR SUPPPPPPPI 15
SUEIO ELAI DOVINO...... .t e e e e e e e e e e e e aeaaeeeeeeeeeeeseraranes 15
=) ai = Toted o) o e L= o] o] (=T 1 = PSP 16
WESTEIN BlOt ... . e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ee s et as 16
INMUMOTIUOIESCENCIA ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ee bbb as 16
ANLICUEIPOS PIIMAIIOS. ... ettt e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e saannnnnnneeeeeaaeens 16
ANLICUEIPOS SECUNAAIOS: ... eeeeeeieieiee e ettt e e e e e e et e et e e e e e e e e s e et eeeeeeeeaeaeeeeaaannnsnnneeeeaaaeens 17
g TST= )Y o B o [T o] o] (o 1] PSP 17
ENSay0 de ProlifEraCion ..........eeii i 17
Tratamientos con pulsos de eSIradiol....... ..o 17
ESTUAIOS [N VIVO ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eer et ans 17
LIS p L] e T= o1 Te7 o F= o PO PPPPRT 17
RESULTADOS ...ttt ettt e ettt e e e st e e e e et et e e e et b e e e e s aseaeeeeaasbaeeaessstaeeeeeanssaeeesaassaeeaesanssneaanans 17
TUMOE MO ... et e ettt et e e e e e e e e e oot ettt e eeaeeeee et b e aeeeeeaaaaaaaaaaeeeeeeeeeeererassnsnnnnan 17
Generacion de la linea celular LMO5, y SUS derivados. .........ooooiiiiiiiiiiiiiiieeee e 18
Estudio de la presencia de receptores hormonales por Western Blot..................ccoiiinnee, 22
Estudio de la presencia de receptores por inmunofluorescencia. ............cccceeeiiiiiiiiiiiiiiieieii, 22
Efecto de la via del ER sobre la proliferacion celular. ... 24
Induccidén de apoptosis por tamoxifeno: efecto protector de la poblacién fibroblastica ..................... 25
Efectos a nivel no gendmico del estradiol y €l MPA. ... 27
Tumorigenicidad de 1as INeas LIMOS ..........coo i 29
Caracterizacion del tumor de 1a linea LIMOS ....... ..o e e 29
DISCUSION. ... .ottt ettt e e e et e e s et et e ee et een e e et eeneeeteessa et eas et een s enesn e eeennaens 31
BIBLIOGRAFIA. ... .ottt ettt ettt et te et et ee e et een et et e s e et ees et een e eaeen s eennnaeas 34



Tesinas Caracterizacion de la linea celular LMO5, derivada de un tumor mamario murino...

Introduccion

¢ Qué es el cancer?

El cancer es una enfermedad que se caracteriza por la division y el crecimiento descontrolado de las
células. Dichas células poseen la capacidad de invadir el 6rgano donde se originaron, de viajar por la
sangre y el sistema linfatico hasta otros 6rganos mas alejados y crecer en ellos, originando metastasis. El
proceso de division y muerte celular esta regulado por una serie de mecanismos de control; cuando estos
se alteran y se desajusta el balance entre divisién y muerte celular aumenta la probabilidad de que con
el tiempo se desarrolle un tumor o nédulo. Cuando las células que constituyen dicho tumor no poseen
la capacidad de invadir y destruir otros érganos, se habla de tumores benignos. Pero cuando estas cé-
lulas ademas de crecer sin control sufren nuevas alteraciones y adquieren la facultad de invadir tejidos y
organos vecinos (infiltracion), y de trasladarse y proliferar en otras partes del organismo (metastasis), se
denomina tumor maligno o cancer. El proceso que lleva a que un paciente sea diagnosticado de cancer
no necesariamente es equivalente al de otro paciente, ya que los sintomas, tratamientos y evolucion
pueden ser totalmente diferentes.

La glandula mamaria y el cancer de mama.

La unidad secretora funcional de la glandula mamaria es una estructura altamente organizada que
consta de una red de ductos ramificados de células epiteliales rodeadas por tejido mioepitelial y membrana
basal embebido en un complejo estroma. En el humano, nacen desde el pezén de 10 a 15 ductos que
atraviesan el tejido adiposo de la glandula mamaria y terminan en un conjunto de alvéolos. Cada ducto
alimenta a un lébulo especifico. Los I6bulos estan separados por tejido conectivo que contiene nervios,
vasos linfaticos y sanguineos.

La glandula mamaria a diferencia de otros 6rganos, al momento del nacimiento, esta compuesta por un
sistema rudimentario de tdbulos que se ramifican minoritariamente. El desarrollo morfolégico y funcional
de la glandula es mayormente post-natal llegando a su grado maximo durante el embarazo y la lactan-
cia. Una vez finalizado este periodo la glandula involuciona, las células epiteliales mamarias mueren y
son reemplazadas por tejido adiposo y mesenquimatico que son los encargados de brindar soporte a
los I6bulos. En mujeres no embarazadas desaparece la mayor parte del epitelio secretor, dejando a los
ductos preparados para ciclos repetidos de crecimiento y diferenciacion.

El cancer de mama consiste en un crecimiento anormal y desordenado de las células de este tejido.
Es la neoplasia maligna mas comun en mujeres de occidente, segun informes de la Organizacién Mundial
de la Salud. En Estados Unidos constituye la segunda causa de muerte por cancer, sélo superada por el
cancer de pulmén. En Argentina la incidencia es similar, y muestra un incremento sostenido. La mortalidad
reportada para el periodo 1989-1992 fue de 21.2 cada 100.000 habitantes, mientras que entre 1997-2000
se incrementd a 26.7 (Ministerio de Salud, 2002).

Factores de riesgo

Los factores de riesgo de carcinoma mamario se asocian tanto a la historia familiar como a una es-
timulacion intensa y/o prolongada por hormonas sexuales femeninas, entre otras. La historia familiar de
cancer de mama invasor en un pariente del primer grado (por ejemplo, madre, hermana o hija) representa
un riesgo mayor, especialmente si dos o0 mas familiares de primer grado estan afectados. Una historia
personal de enfermedad benigna de mama (especialmente en un caso en el que se ha realizado biopsia)
también aumenta el riesgo de cancer de mama. Los cambios proliferativos aumentan el riesgo aiin mas, y
la hiperplasia atipica lobulillar o ductal se asocia con el aumento mas significativo del riesgo. La obesidad
se asocia con un riesgo aumentado, una consideracion importante dada la prevalencia en aumento de la
obesidad en los Estados Unidos. La ingesta de grasa dietaria, por lo menos durante 10 a 15 afios antes
del diagndstico del cancer de mama, no parece influenciar el riesgo de cancer de mama invasivo (Hunter
etal., 1996). De todos modos, es posible que la grasa u otras sustancias consumidas entre la menarca y
la edad al nacimiento del primer hijo vivo puedan influenciar el riesgo de cancer de mama a lo largo de la
vida. Por el momento no hay datos accesibles pertinentes. Estudios recientes han mostrado que el uso
moderado a importante de alcohol también puede elevar sustancialmente el riesgo de cancer de mama
a través de un efecto dosis-respuesta (Longnecker et al., 1995). El ejercicio puede disminuir el riesgo de
cancer de mama, especialmente cuando se inicia temprano en la vida, si es vigoroso y realizado 3 a 4
veces por semana.

A pesar de que los mecanismos por los que estos factores aumentan el riesgo de padecer cancer de
mama no son completamente comprendidos, las alteraciones en los niveles circulantes de estrégenos y
progestinas o el metabolismo tisular local de esas hormonas parecen jugar un rol. En particular, la his-
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toria menstrual y reproductiva, que incluye menarca temprana y menopausia tardia se asocian con una
mayor exposicion a niveles circulantes de estrona y estradiol, mientras que la concentracién de globulinas
fijadoras de hormonas sexuales son inferiores. Esto se puede traducir en un aumento de la incidencia de
cancer de mama a medida que esas mujeres llegan a su edad postmenstrual.

Por otra parte, la paridad y la edad del primer parto también son factores que influyen en el riesgo.
Es importante notar que desde la Il Guerra Mundial, la proporciéon de mujeres nuliparas ha aumentando
continua y progresivamente (Madigan et al., 1995). Datos epidemiolégicos de los ultimos 15-20 afos
sefialan que los estrogenos exdégenos solos o en combinacién con progestagenos, elevan el riesgo de
cancer de mama (Hulka et al., 1994). A pesar de eso, solo la mitad de los canceres de mama pueden
ser actualmente explicados por factores de riesgo conocidos; esto significa, que el riesgo atribuible a la
poblacion es solo de alrededor del 50% (Harris et al., 1992). De hecho, un gran numero de mujeres sin
factores de riesgo identificables desarrollardn cdncer de mama. Se requiere rapidamente mas investig-
acioén teniendo en cuenta esos casos.

Clasificacion de los tumores de mama.

La mayoria de los tumores que se producen en la mama son benignos, no cancerosos, y son debidos
a formaciones fibroquisticas. Dentro de los tumores malignos, existen varios tipos en funcion del lugar
de la mama donde se produzca el crecimiento anormal de las células y segun su estadio. Los tumores
pueden ser localizados o haberse extendido a través de los vasos sanguineos o mediante el sistema
linfatico y haber dado lugar a metéstasis, es decir a un cancer en un érgano distante al originario. De
todos los casos de cancer de mama, sélo el 7-10% de ellos presenta metastasis de inicio. De acuerdo a
la organizacién mundial de la salud, los carcinomas mamarios se clasifican en:

1) No invasor:

a) Carcinoma intraductal: se origina en las células de las paredes de los conductos mamarios. Es un
cancer muy localizado, que no se ha extendido a otras zonas ni ha producido metéastasis. Por este
motivo esta enfermedad ‘premaligna’ puede extirparse facilmente. La tasa de curacién ronda el
100%. Este tipo de tumor se puede detectar a través de una mamografia.

b) Carcinoma papilar intraductal: estos carcinomas intraductales tienen un patréon predominantemente
papilar.

c) Carcinoma lobular in situ: se origina en las glandulas mamarias (o Iébulos) y, aunque no es un
verdadero cancer, aumenta el riesgo de que una mujer pueda desarrollar un tumor en el futuro. Se
suele dar antes de la menopausia. Una vez que es detectado, es importante que la mujer se realice
una mamografia de control al afo y varios examenes clinicos para vigilar el posible desarrollo de
cancer.

2) Invasor (infiltrante):

a) Carcinoma ductal invasor: es el que se inicia en el conducto mamario pero logra atravesarlo y
pasa al tejido adiposo de la mama, y luego puede extenderse a otras partes del cuerpo. Es el mas
frecuente de los carcinomas de mama, se da en el 80% de los casos.

b) Carcinoma lobular invasor: comienza en las glandulas mamarias pero se puede extender y destruir
otros tejidos del cuerpo. Entre el 10% y el 15% de los tumores de mama son de este tipo. Este
carcinoma es mas dificil de detectar a través de una mamografia.

c) Carcinoma medular: su incidencia es bajay es el tipo histolégico de los carcinomas hereditarios por
mutacion de los genes BRCA1 y 2. Forma masas tumorales grandes y blandas con extensa necrosis
y hemorragia constituidas por laminas sélidas de células grandes con estroma linfocitario.

d) Carcinoma tubular: tiene una morfologia muy diferenciada. Es una variante poco frecuente que se
caracteriza por tener muy buen pronéstico dada su baja agresividad.

El cancer tiene un prondstico y tratamiento distintos en funcién de la etapa de desarrollo en que se
encuentre y de los factores de riesgo que tenga la mujer. Para conocer esto hay que realizar una serie
de analisis que facilitan su clasificacién en uno u otro estadio.

El Comité Conjunto Americano del Cancer utiliza el sistema de clasificacion TNM:

La letra T, seguida por un numero que va del 0 al 4, indica el tamafo del tumor y la propagacién a la
piel o a la pared del térax debajo de la mama. A un nimero mas alto le corresponde un tumor mas grande
y/o una mayor propagacion a los tejidos cercanos. La letra N, seguida por un nimero que va del 0 al
3, indica si el cancer se ha propagado a los ganglios linfaticos cercanos a la mama vy, si es asi, si estos
ganglios estan adheridos a otras estructuras. La letra M, seguida por un 0 o un 1, expresa si el cancer se
ha extendido a otros 6rganos distantes.
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La clasificacion, para los subgrupos, se realiza con nimeros que van del | al IV.
ESTADIO I: indica que el tumor es menor de 2 cm y no hay metastasis. El indice de supervivencia
relativa a 5 anos es del 98%.

ESTADIO II: abarca las siguientes situaciones:

1) No mide mas de 2 cm pero los ganglios linfaticos de la axila estan afectados.

2) Mide entre 2 y 5 cm y puede o no haberse extendido.

3) Mide mas de 5 cm pero los ganglios linfaticos axilares no estan afectados. El indice de supervivencia
a 5 arios es del 88-76%.

ESTADIO llI: se divide en estadio llIAy llIB:

El estadio lll A puede integrar a las siguientes formas: El tumor mide menos de 5 centimetros y se ha
diseminado a los ganglios linfaticos axilares y éstos estan unidos entre si o a otras estructuras. El tumor
mide mas de 5 cm y los ganglios linfaticos axilares estan afectados. El indice de supervivencia relativa
a 5 arios es del 56%.

El estadio lll B puede darse en los siguientes casos:

a) El cancer se ha extendido a otros tejidos cerca de la mama (piel, pared toracica, incluyendo costil-

las y musculos del térax).

b) Elcancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos dentro de la pared toracica cerca del esternén.

El indice de supervivencia relativa a 5 afios es del 46%.

ESTADIO IV: se produce cuando el cancer se ha diseminado a otras estructuras del cuerpo. Los
organos en los que suele aparecer metastasis con mayor frecuencia son los huesos, los pulmones, el
higado o el cerebro. También puede ser que el tumor haya afectado localmente a la piel. El indice de
supervivencia relativa a 5 afios es del 16%.

Tratamientos.

El tratamiento de esta enfermedad incluye cirugia, tratamiento hormonal y quimioterapia de acuerdo
al tipo y extensién del tumor. La hormono-terapia tradicionalmente incluyé la castracion, adrenalectomia
e hipofisectomia. Actualmente se disponen de tratamientos farmacolégicos con antiestrégenos como el
tamoxifeno, inhibidores de aromatasas y agonistas de la hormona liberadora de hormona luteinizante
(LHRH). En particular, el tamoxifeno es el tratamiento a eleccion en el cadncer de mama que es positivo
para receptores hormonales.

El tamoxifeno.

El tamoxifeno es un derivado no esteroideo del trifeniletileno que se une al receptor de estrégeno,
posee una accién dual, como estrogénico y como no estrogénico dependiendo del tejido en donde actue.
En el epitelio mamario actua como agente antiestrogénico; es por eso, que se utiliza tanto en la preven-
cién como en el tratamiento del cancer de mama. En cambio, en el epitelio uterino el tamoxifeno actua
como proestrogénico. En la actualidad esto genera una controversia en lo que respecta a la seguridad
en la prevencion del cancer, especialmente desde que se ha detectado un aumento en la incidencia del
carcinoma endometrial en las mujeres tratadas cronicamente con tamoxifeno. Es por esta razén que es
inapropiado referirse al tamoxifeno simplemente como un antiestrogénico. El término que se le ha otor-
gado fue el de modulador selectivo del receptor de estrégeno (SERM).

El tamoxifeno fue originalmente evaluado en un programa para el desarrollo de pildoras anticonceptivas.
Aunque la droga habia sido efectiva en ratones, no fue una droga que funcionara en el control de la fertili-
dad en las mujeres, y no fue hasta principios de los afios setentas que fue demostrado su utilidad para el
uso como tratamiento contra el cancer de mama avanzado. Estudios subsecuentes en ratones utilizando
dimetilbenzatraceno (DMBA) y nitrosometilurea como carcinégenos, demostraron que el tamoxifeno era
altamente efectivo en la prevencién del desarrollo del cancer de mama experimental.
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Tamoxifeno Estradiol

Receptor de estrégeno y cancer de mama.

Los receptores de estrogeno (RE) tienen un rol muy importante en el metabolismo celular, especialmente
en la gldndula mamaria. El efecto primario de los RE en el tejido mamario es mediar el efecto mitogénico
de E, (estradiol). En etapas tempranas del cancer de mama, entre el 46y el 77% de los carcinomas son
positivos para receptores de estrégeno y mas del 70% de ellos responden a la manipulacién hormonal.

El RE es una proteina perteneciente a la “super familia de receptores nucleares”, la cual incluye tam-
bién otros receptores de hormonas esteroideas, el receptor de la vitamina D, retinoides, hormona tiroidea
y algunos receptores huérfanos (Kuiper et al., 1996;Tsai and O’'Malley, 1994) . Hasta hace pocos afos
se pensaba que todos los efectos debidos a estrdgenos eran mediados por un solo RE. Sin embargo, en
1995 fue descubierto un nuevo receptor de estrogeno al que se lo demoniné RE-(, que tiene un peso mo-
lecular de 57 KDa (Nilsson et al., 2001;Saunders, 1998). En consecuencia, este descubrimiento aumenté
el nivel de complejidad de la fisiologia de los estrégenos, sin mencionar que existen también receptores
localizados en la membrana que median igualmente funciones de estas hormonas. Ambos receptores
poseen funciones diferentes de acuerdo al tejido donde ejercen su accion. Funcionalmente, el RE—a, al
igual que el resto de los receptores esteroideos, estd organizado en 6 dominios denominados por letras
de la “A” a la “F” (Figura 1). La region A/B esté localizada en el lado amino terminal de la proteina y es
la regibn menos conservada entre los distintos receptores nucleares. Este dominio contiene una funcion
de activacion de la transcripcidon genética (Activation Function 1 o AF-1) y varios sitios de fosforilacion
que son importantes en el proceso de activacion de la proteina, especialmente en los procesos donde el
receptor es activado en ausencia de hormona (Tora et al., 1989). La region de unién al ADN, denominado
dominio C, es la regidon mas conservada entre los diferentes receptores nucleares, y esta compuesta por
nueve residuos de cisteina, de los cuales ocho estan coordinados alrededor de dos iones de Zn?* para
formar dos “dedos de zinc” que le confieren al receptor la capacidad de unirse especificamente al ADN.
La unién a una secuencia especifica en el ADN esta determinada por la composicién de aminoacidos
localizada entre estos dos “dedos de zinc”, conocida como la caja P (P-box). Entre la regién de unién al
ADN y el dominio E/F, se encuentra la regién D o regién bisagra, la cual facilita los cambios conforma-
cionales y plegamiento de la molécula. Al igual que todas las proteinas que se localizan en el nucleo, el
RE contiene una sefal de localizacion nuclear (NLS) formada por residuos basicos. Finalmente, en el
extremo carboxilo se encuentra la region E/F o dominio de union al ligando, donde se une el estradiol
(E,). Esta region, a pesar de estar conservada entre los diferentes receptores esteroideos, es altamente
especifica para la hormona, es decir que el receptor de estrégeno une estrégeno con alta afinidad, pero
no otras hormonas esteroideas. El dominio E/F estd también involucrado en otros procesos tales como
activacion de la transcripcion en AF-2 (Activation Function 2), dimerizacién del receptor e interaccionar
con otras proteinas co-activadoras o co-represoras de la transcripcion y fosforilacion.

La union de estrogeno al receptor induce la fosforilacién del mismo, alterando asi su conformacion,
desencadenando la dimerizacién del receptor y facilitando la unién del receptor a la regiéon promotora de
los genes blancos. El reclutamiento de coactivadores como por ejemplo AIB1 (SRC3) y otras proteinas con
actividad de acetiltransferasa ayudan a desenrollar la cromatina para que la transcripcion pueda ser llevada
a cabo (McKenna et al., 1999). En cambio la conformacion de RE inducida por moduladores selectivos
del receptor de estrégeno, como el tamoxifeno, ayuda al reclutamiento de correpresores y deacetilasas
que inhiben la actividad transcripcional (Shou et al., 2004;Smith et al., 1997) (Figura 2 y 3).

El receptor de estrégeno en el nucleo puede modificar la transcripcién de genes de otras maneras. A
través de interacciones proteina-proteina, el RE puede funcionar como un coactivador, uniéndose a otros
factores de transcripcién y reclutando acetiltransferasas formando de esta manera complejos unidos a
proteinas activadoras o a los sitios AP-1 del DNA (Kushner et al., 2000). De esta manera, el estrégeno
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ayuda a regular la expresion de muchos genes que cumplen un rol fundamental en la fisiologia normal de
la célula. ElI RE no sdlo tiene la capacidad de aumentar la expresion de ciertos genes, sino que también
posee la capacidad de disminuirla (Frasor et al., 2003).

Estudios en células endoteliales y de cancer mamario sugieren que existe una pequefia cantidad de
RE que se localiza en citoplasma o unido a la membrana plasmatica (Levin, 2005). Estos receptores de
estrégeno unidos a la membrana pueden explicar los efectos tempranos o no gendémicos del estrogeno,
que se pudieron observar hace ya mas de 10 afos en cultivos celulares.
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Resistencia al tamoxifeno e interaccién “cross talk” entre distintas vias de senalizacién.

El surgimiento del fenotipo hormono-resistente plantea uno de los problemas mas serios del cancer de
mama, ya que en presencia del antiestrégeno, el tumor es capaz nuevamente de crecer. Los mecanismos
postulados hasta el momento como responsables de este fendmeno estan centrados en la interaccion
que tiene la via del receptor de estrégeno con otras quinasas. Varias quinasas intracelulares pueden estar
involucradas en la fosforilacién y activacion de los ER en tumores resistentes a tratamientos hormonales
(Figura 4). En particular, y probablemente la mas estudiada, es a la via MAPK/ERK, que puede ser activada
rio arriba por la familia de receptores de EGFR (epidermal growth factor receptor) que incluye al oncogen
HER2/Neu. Otra via es la del fosfatidilinositol 3-kinasa/AKT que puede ser activada por IGF (Insulin growth
factor) ademas de EGFR/HER?2 y la via de senalizacion p38 MAPK que puede ser activada por stress o
varias citoquinas. Todas estas quinasas pueden fosforilar el receptor de estrégeno en posiciones claves
como por ejemplo las Ser118, Ser167 y Thr311 en la regién AF-1 u otros dominios de receptor.(Campbell
et al., 2001;Bunone et al., 1996;Kato et al., 1995;Joel et al., 1998). Es sabido que el tamoxifeno puede
unirse al RE y activarlo parcialmente en células que coexpresen RE y HER2/EGFR y desencadenar una
respuesta agonista debido al “cross-talk” existente entre RE y EGFR (Gutierrez et al., 2005).

Nuevos trabajos han descubierto que el HER2 puede estar involucrado en la activacion de uno de los
mayores coactivadores de la transcripcion génica generada por RE. Los factores de crecimiento podrian
activar RE por medio de fosforilaciones y activacion de coactivadores como el caso de AIB 1 (o SRC-3).
Se han presentado evidencia que indican que altos niveles de AIB-3 reducen el efecto antagénico del
tamoxifeno(Masamura et al., 1995;Jeng et al., 2000)

Trabajos previos han demostrado que células tumorales mamarias que coexpresan RE y HER2 re-
sponden en menor medida al tratamiento con tamoxifeno (Stephen et al., 2001), y que altos niveles de
AIB1 con HER2 pueden predecir un mal diagnéstico en pacientes tratados con tamoxifeno luego de una
cirugia (Jeng et al., 2000).

Se realizaron ensayos in vitro que demostraron que en células MCF-7 HER2 positivas y resistentes a
tratamientos hormonales, el tratamiento con tamoxifeno es capaz de inducir el reclutamiento de comple-
jos coactivadores (RE, AIB1, CBP y p300), mientas que, en células MCF-7 sensibles a tamoxifeno, el
tratamiento resulta en el secuestro de complejos correpresores (NcoR e histona deacetilasa 3) (Gutier-
rez et al., 2005). En relacion a los resultados obtenido in vitro se observaron cambios similares en la
senalizacion intracelular en muestras de pacientes tomadas previamente al tratamiento con tamoxifeno,
durante los primeros meses del tratamiento, y luego de varios afos de tratamiento (Nicholson et al., 2004).
Se encontrd que en tumores con alta expresion de RE, HER2 y de p38 MAPK, el nivel de coactivadores
estaba incrementado. Estos datos sugieren que la resistencia al tamoxifeno podria estar asociada con
un aumento en la actividad de varias vias se senalizacion, que estarian causando la activacion de RE, y
de esta forma escapando a la presencia del tamoxifeno. Estudios similares estan siendo desarrollados
para el estudio de la resistencia a los tratamientos de deprivacion de estradiol por periodos prolongados
(LTED), que en lo que respecta a la parte clinica son tratamientos prolongados con inhibidores de aro-
matasas. En la actualidad se cree que esta resistencia al tratamiento se debe a una hipersensibilidad de
los receptores. Esto se debe a un aumento de la expresién y de la funcionalidad de RE, ademas de un
aumento en el “cross-talk” entre varias vias de sefializacion de factores de crecimiento. Esto sugiere que
el RE se vuelve susceptible a la activacion por un gran numero de quinasas intracelulares, incluyendo a las
MAPK’s y IGFI/AKT (Martin et al., 2003;Masamura et al., 1995;Jeng et al., 2000). Un aumento en HER2/
HERS3, MAPK e IGF en células resistentes a LTED podrian estar activando al RE, de manera similar a lo
que sucede en células resistentes al tamoxifeno. Hay evidencias que respaldan esta hipétesis ya que se
ve un aumento en los niveles de RE fosforilado en Ser118 , al igual que de pp90RSK, que es una de las
quinasas involucradas en la activacion de RE por fosforilacién del residuo Ser 167(Joel et al., 1998).

A partir de estos descubrimientos, se estan desarrollando nuevas terapias dirigidas a contrarrestar la
resistencia al tamoxifeno y a la deprivacion de estrogeno, intentando bloquear las vias de sefalizacion que
estan aumentadas, con inhibidores de traduccion de sefiales (STI)(Nicholson et al., 2004).En particular,
estudios realizados con células MCF-7 resistentes a tamoxifeno demostraron que gefitinib, que bloquea
el dominio tirosina quinasa del EGFR, o el trastuzumab, que bloquea el dominio externo de HER2, son
capaces de reducir la sefializacion por ERK 1/2 MAPK e inhibieron la proliferacién celular (Knowlden et
al., 2003). Datos similares han sido obtenido en células MCF-7 transfectadas con HER2, resistentes a
tamoxifeno (Kurokawa et al., 2000;Witters et al., 2003). De la misma manera, células resistentes a LTED
han sido sometidas a varios tratamientos para interrumpir la sefializacion rio arriba con gefitinib, UO126
(inhibidor de MAPK) y fulvestrant (degrada receptores de estrégeno residuales) y se logré disminuir el
crecimiento y la transcripcion génica mediada por el RE (Martin et al., 2003).
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Otra via de senalizacién que se encuentra activada en el cancer mamario resistente al tratamiento
hormonal es la via PI3K/Akt. Akt es una serina/treonina quinasa que promueve la supervivencia celular
y es activada en respuesta a muchos factores de crecimiento diferentes, tales como: insulina, insulin-like
growth factor-1, fibroblast growth factor, EGF, Heregulin y VEGF. Una vez activa, Akt ejerce efectos an-
tiapoptéticos por medio de fosforilacién de sustratos que regulan directamente la maquinaria apoptética
como es el caso de Bad y caspasa 9 (Clark et al., 2002). Muchas lineas celulares derivadas de tumores
mamarios poseen constitutivamente activa la via de PI3K/Akt debido a la sobreexpresién del HER2, a la
pérdida del supresor PTEN o por la sobreexpresion del mismo Akt. Estos factores pueden estar asociados
a la resistencia a terapias hormonales en tumores HER2 (-) o EGFR (-) o en resistencia al tratamiento
con tamoxifeno.

> Growth factors
@ Estrogon
@ Tamoxifen

EGFR /HERZ2
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Mombrane

Survival
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Figura 4. Vias de sefializacion cruzadas que llevan a la resistencia a tratamientos con tamoxifeno.

Modelos experimentales y lineas celulares.

Gran parte de lo que hoy se sabe acerca de los carcinomas mamarios esta basado en estudios in vitro
e in vivo utilizando lineas celulares de cancer de mama. Estas proveen una fuente ilimitada de material
autoreplicante homogéneo libre de contaminacion y son facilmente cultivadas en medios definidos. La
primera linea descripta fue la BT-20 la cual se establecié en 1958. A pesar del trabajo intensivo para aislar
mas lineas celulares el numero fue extremadamente bajo. Esta baja eficacia por lo general se debe a
las dificultades técnicas que se presentan al momento de extraer células tumorales viables del estroma
que las rodea.

Las lineas celulares de cancer de mama fueron aisladas con el propdsito de comprender los me-
canismos relacionados con la iniciacion y evolucién de los tumores mamarios. Sin embargo, a pesar del
importante rol que siguen teniendo en la mayoria de los aspectos de la biologia del cancer, son vistas
generalmente como modelos poco representativos de los tumores de los que han sido derivados. Esto se
debe a varios factores, como por ejemplo, el origen metastatico de la mayoria de las lineas celulares de
cancer mamario lo que ha generado preguntas acerca de su relacion con los tumores primarios, seguido
a esto el hecho de que la mayoria de las lineas celulares son clones y estan formadas por poblaciones
puras sin importar su origen, tanto metastasico como de tumor primario, cuestionando su representativi-
dad de la heterogeneidad que existe en un tumor mamario. Esta heterogeneidad se correlaciona con la
progresién de secuencias de diferentes estudios tanto clinicos como patolégicos; empezando por una
hiperproliferacion, una progresion in situ, transformandose luego en un carcinoma invasivo y culminando
con una enfermedad metastasica. Se cree que estos estadios estan asociados con una adquisicion
secuencial de cambios genéticos y fenotipicos en una sola célula que, debido a sus caracteristicas, es
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el clon celular que se selecciona. Otra falencia ha sido argumentada por el hecho de que la mayoria de
las condiciones de cultivo podrian estar eliminando determinados tipos celulares, que inicialmente se
encontraban en la muestra tumoral. Por ejemplo, el simple hecho de crecer las células en un medio que
no contenga todos los factores necesarios para la proliferacion de un determinado grupo celular o el no
poder crecer sobre una superficie de plastico, son factores excluyentes por los cuales al final del proceso
solamente las células con mayor capacidad proliferativa in vitro son elegidas.

Aunque en la actualidad se cuenta con mas de 100 lineas celulares de cancer de mama humano, dos
tercios de los trabajos cientificos publicados utilizan las lineas celulares MCF-7, T-47D y MDA-MB-231.
Por otra parte, sélo un bajo porcentaje expresan receptores de estrogeno y progesterona, y en el caso
de ser RE (+) no siempre son positivos para ambas isoformas .Otra caracteristica importante a tener
en cuenta es que de las 100 lineas cerca del 50 % son derivadas de tejido metastasico lo que significa
que la células aisladas se encuentran en un estadio avanzado de la enfermedad siendo de esta forma
un sistema poco representativo para el estudio de procesos desencadenantes de la enfermedad o del
comportamiento de sus respectivos tumores primarios. En la actualidad se encuentran descriptas dos
lineas murinas que expresan receptores hormonales: MXT, C4-HD y C7-HI. Son los Unicos modelos
representativos para el estudio de la resistencia a tratamientos hormonales (Lanari et al., 2001;Bernhardt
et al., 2002). Actualmente se sigue en busca de nuevas lineas que representen un escenario donde se
reproduzca in vitro el comportamiento del tumor hormono respondedor.

Antecedentes:

En relacién a lo anteriormente explicado, en el instituto de Oncologia “Angel H. Roffo” se aislé un tumor
de mama al que se denomind MO05, surgido espontaneamente en una hembra virgen de la cepa BALB/c.
El mismo resulté se hormono dependiente y sensible a tamoxifeno. El Dr. Fiszman pudo generar una
linea celular continua a la cual denominé LM05-MIX y posteriormente clonar de ella dos poblaciones a
las que denomind LMO5-F y LMO5-E. Estas lineas no han sido caracterizadas. A partir de la busqueda de
nuevos modelos, resultd de gran interés poder determinar si las mismas poseen caracteristicas distintivas
para su posterior uso en investigacion.

Objetivos:

1) Caracterizar las poblaciones celulares, de las lineas LM05 MIX, Ey F.

2) Caracterizar la expresion de componentes de membrana basal.

3) Determinar la presencia de receptores hormonales.

4) Estudiar los efectos del estradiol y el tamoxifeno sobre la proliferacion celular.

5) Determinar si hay evidencia de receptores hormonales de membrana evaluando efectos del estradiol
y el MPA a tiempos cortos.

6) Evaluar la tumorigenicidad de las diferentes lineas celulares.

7) Caracterizar los tumores generados por la linea LM05-MIX.

Materiales y métodos

Hormonas

El 17-B-estradiol (Sigma), el acetato de 6a-methyl-17a-hydroxy-progesterona (MPA, Sigma) y el
tamoxifeno (citrato de tamoxifeno, Laboratorios Gador) fueron preparados en soluciones stock de 10 2
M, 10 2M vy 10 M respectivamente en etanol absoluto, para su posterior diluciéon en medio de cultivo.
El vehiculo utilizado no causé ningun efecto en las lineas.

Medio de cultivo

Para el cultivo de las células LMOS E, F y MIX se utiliz6 DMEM/F12 (Dulbecco’s modified Eagle’s
médium: Ham’s F12 1:1, Sigma) sin rojo fenol, con el agregado de sulfato de gentamicina en concentracion
80 mg/l y bicarbonato de Sodio: (2,4 g/l) .Se preparo con agua Milliq y se llevé a pH: 7,2. Se esterilizé por
presion negativa utilizando filtros de acetato de celulosa de 0.22 ym de poro (Milipore).

Suero fetal bovino

El suero fetal bovino (SFB) (Bioser S.A-PAA Laboratorios GMBH, Pasching, Austria) se decomplemento
calentandolo a 56°C durante 30 minutos. Para obtener el SFB absorbido de hormonas esteroideas o
“charcolizado” (SFBch) se incub6 el SFB ya decomplementado con 5% (p/v) carbdn activado durante 24
horas a 4°C en permanente agitacion. Luego de la absorcion el suero se centrifugd seis veces a 20.000
g durante 20 minutos. Al sobrenadante se le adiciondé 5 % (p/v) carbdn activado, se lo incubd durante 1
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hr a 4°C con agitacion y se realizaron centrifugaciones sucesivas hasta eliminar completamente el car-
bén. El SFB decomplementado y “charcolizado” se esterilizo por filtracidn negativa, utilizando filtros de
0.22um (millipore).

Extracciéon de proteinas

Una vez finalizados los tratamientos las células se lavaron dos veces con buffer salino de fosfato
(PBS) y se recolectaron utilizando un scraper. Luego se sedimentaron por centrifugaciéon y se eliminé
el sobrenadante. Se agreg6 buffer RIPA (50mM Tris-HCL (pH 8.0), 150 mM NaCl, 0.1% SDS, 0.5% de-
oxicolato de sodioy 1% Nonidet P-40) con un cocktail de inhibidores de proteasas (Sigma). Se lisaron
durante una hora en agitacion en hielo. Luego se centrifugé a 12.000 RPM durante 20 minutos a 4 °C y
el sobrenadante obtenido fue utilizado en estudios de Western blot.

Western Blot

Los extractos proteicos obtenidos de las células en cultivo se diluyeron en buffer de siembra 4X
(0.25mM Tris; 10 % SDS; 4% sacarosa; 1mg/ml azul de bromofenol) con el agregado de 5% B-mercap-
toetanol y se hirvieron durante 2 minutos. Se midié la concentracién de proteinas de los extractos por el
método de Bradford. Las muestras se sembraron (50 pg de proteina por calle) y se corrieron en geles de
entre 6-12 % de SDS-poliarcilamida-bisacrilamida (SDS-PAGE) segun el peso molecular de la proteina
que se estaba estudiando. Se transfirieron a membranas de PVDF (BioRad) previamente activadas (10
segundos en metanol), se bloquearon toda la noche a 4°C con una solucién 5% leche descremada en
PBS-Tween 0,1%, y se incubaron con los anticuerpos primarios diluidos en PBS-Tween 0.1% durante toda
la noche a 4°C en agitacién. Luego se realizaron 3 lavados de 10 minutos con PBS-Tween 0,1% v/v y
se incubaron con los anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa durante una hora a temperatura
ambiente en agitacion.

La reaccion antigeno-anticuerpo se detectd por reaccién de quimioluminiscencia (ECL Advanced
Western Blotting Detecting Kit, GE Healthcare Life Sciences) y placas fotosensibles (Kodak Biomax Light
film). Luego de ser reveladas, las membranas fueron tratadas con “stripping buffer” (62.5mM TRIS, 2%
SDS, 100mM B-mercaptoetanol, pH: 6,7) para ser reutilizadas. Se utilizé un densitdmetro (BioRad) para
medir las bandas obtenidas utilizando el programa Molecular Analyst.

Inmumofluorescencia

Se crecieron células de las lineas E, F y MIX sobre cubre objetos con medio DMEM/F12 + 10% suero
fetal bovino durante 48 hs, se cambi6 a medio quimicamente definido por 48 hs, y luego las células fueron
fijaron con 4 %formaldehido en PBS durante 20 minutos. Se lavaron con PBS y luego fueron permeabiliza-
das con Triton X-100 0.1% en PBS durante 20 minutos. Se bloquearon con SFB 2% en PBS durante una
hora a temperatura ambiente. Se lavé nuevamente con PBS y se incubaron con los anticuerpos primarios
durante toda la noche a 4°C. Se lavaron con PBS y se incubaron con los anticuerpos secundarios cor-
respondientes conjugados a FITC (Zymed). Las células se analizaron en un microscopio confocal Nikon
0 microscopio de fluorescencia de la misma marca.

Anticuerpos Primarios.
Para los estudios por Western Blot y las inmunofluorescencias se utilizaron los siguientes anticuerpos:
Anti actina de musculo liso (Sigma)
Anti E-cadherina (Santa Cruz)
Anti pancitoqueratina (DAKO)
Anti citoqueratina 18 (Ab-Cam)
Anti citoqueratina 14 (Sigma C-212)
Anti vimentina (Ab-Cam)
Anti laminina (E.Y Lab)
Anti fibronectina (GIBCO -1211-019)
Anti colageno | (Pierce Lab)
Anti colageno IV (Mina Bissell)
Anti ER a-ab 15-(Neo Markers)
Anti ER o H-184 (Santa Cruz)
Anti PR (Novocastra)
Anti ERK (Cell signaling)
Anti p-ERK (Cell signaling)
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Anticuerpos Secundarios:

Anti-ratén (Sigma) 1/10.000

Anti-conejo (Sigma) 1/10.000

Anti-cabra (Zymed) 1/5.000

Para el estudio por Western Blot, se utilizaron diluciones 1:500 de los anticuerpos en PBS 0.1% Tween
con el agregado de 2% buffer de bloqueo comercial de ECL PLUS. En las inmunofluorescencia se utilizo
una dilucioén 1:100 en PBS 5% SFB

Ensayo de apoptosis

Para corroborar el efecto inhibitorio del tamoxifeno se crecieron células de las lineas celulares E, F
y Mix en medio DMEM/F12 + SFBch sobre vidriecitos. Pasadas las 48 hs se aplicaron 3 tratamientos,
insulina-transferrina-selenito (ITS); ITS +E, (10°M) e ITS + E, (10°M) +TAM (10°M) en medio DMEM/
F12 sin rojo fenol. Para la deteccion de células apoptoticas se siguid el protocolo del ensayo de Tunel
(Roche). El resultado se corroboré con la marcacion con Anexina V (Sigma).

Ensayo de proliferacion

Se sembraron 250.000 células por pocillo (en multiwell de 6, 35 mm de didmetro) en medio DMEM/
F12 + 10% SFB. Al dia siguiente, se lavd dos veces con PBS y se agregé DMEM/F12 sin rojo fenol + 1%
SFBch con el agregado de diferentes tratamientos: 1% SFBch, 1% SFBch + E, (10°M) y 1% SFBch + E,
(10-8M) + Tam (10-°M). A distintos tiempos se lavaron los pocillos con PBS y luego se procedié a tripsinizar
y contar las células adheridas con camara de Neubauer. Los experimentos se realizaron por triplicado, y
en cada caso se muestra un experimento representativo de 3.

Tratamientos con pulsos de estradiol

Las células se crecieron en placas de 35mm de didmetro utilizando DMEM/F12 + 10% SFB hasta
lograr una confluencia del 80%. Una vez lograda se lavaron dos veces con PBS y se deprivaron de suero
“starving” durante 48 hs en medio sin rojo fenol. Luego se las tratd con estradiol (10 M) por 5, 10, 15,
1h, 2hs y 6hs. Se desprendieron las células de la superficie, se centrifugaron a 3000 rpm por 5 minutos y
el sedimento correspondiente a las células fue incubado en buffer de lisis RIPA para preparar los lisados
celulares como se explicd anteriormente

Estudios In Vivo

Todos los experimentos fueron realizados utilizando hembras virgenes BALB/c de dos meses de edad,
obtenidas del bioterio del Instituto de Oncologia “Angel H. Roffo”. Los animales se guardaron en cajas
(maximo 10 ratones por caja), siguieron un esquema de 12 horas luz/12 horas oscuridad y tuvieron a su
disposicion alimento en pellets y agua. Todos los estudios con animales se realizaron de acuerdo con
las normas de los Institutos Nacionales de Salud de los EEUU (NIH) para el uso y cuidado de animales
de laboratorio.

Tumorigenicidad

Las células LMO05 MIX, E y F fueron cultivadas hasta alcanzar subconfluencia. Se cosecharon utilizando
Tripsina/EDTA, se lavaron dos veces y se resuspendieron en PBS. Se inocularon 400.000 células por
raton y se utilizaron 5 ratones en cada grupo experimental.

Se evalud la Tumorigenicidad (porcentaje de toma tumoral) y la tasa de crecimiento (mm/dia, obtenida
por la medicidn de los didmetros mayor y menor del tumor, al menos dos veces por semana).

Resultados

Tumor M05

En el Bioterio del Area de Investigacion del Instituto “Angel H. Roffo” se mantiene por transplante
subcutaneo singenéico un tumor de mama al que se denominé MO05, surgido espontdneamente en una
hembra virgen de la cepa BALB/c. El mismo es un adenocarcinoma semidiferenciado con areas papiliferas
en el que se reconocen por lo menos dos poblaciones celulares: una de aspecto epitelial y otra fibro-
blastoide. La Figura 5 muestra un corte histolégico tefido con hematoxilina-eosina donde se evidencian
las caracteristicas del tumor. Estudios in vivo permitieron establecer que el tumor, en los primeros ocho
pasajes, tiene un comportamiento hormono-dependiente ya que crece soélo en ratones hembra intactas,
o ovariectomizadas y tratadas con estradiol. Por otra parte, el tratamiento de ratones por ovariectomia o
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con pellets de tamoxifeno lleva al estancamiento del crecimiento tumoral (Piudo et al., 1998) (Figura 6).
Ensayos de union receptor-ligando permitieron corroborar la presencia de receptores de estrégeno y
progesterona funcionales (Piudo et al., 1998).

Para caracterizar los tipos celulares que conforman el tumor, junto con la composicién de la matriz ex-
tracelular se realizaron estudios de inmunofluorescencia y microscopia confocal en cortes por congelacion
de tumores M05. Los mismos revelaron la presencia de células agrupadas en islotes con diferenciacion
pseudo-glandular rodeadas de células mas alargadas y pequefias. Los islotes resultaron positivos para
marcadores de células epiteliales luminales como la citoqueratina 18 (Figura 7a) y la E.cadherina (Figura
7d). Por otra parte, se detecté una subpoblacion basal de tipo mioepitelial positiva para citoqueratina 14
(Figura 7b). La marcacion contra vimentina fue positiva en una subpoblacion de disposicién mayoritari-
amente basal (Figura 7c). Al analizar también los componentes de matriz extracelular, se observé una
disposicion organizada alrededor de los islotes con presencia de laminina (Figura 7e), fibronectina (dato
no mostrado) y colageno IV (Figura 7f) y negativa para los colagenos estromales |y Ill.

Una vez caracterizadas las poblaciones celulares, se determiné la presencia de receptores hormona-
les. Se observo a nivel nuclear y citoplasmatico la presencia de receptores de estrogeno-o.  (Figura. 8a)
y en menor cantidad de progesterona, con la presencia de un puntillado bien definido (Figura. 8c). Los
receptores de estrogeno 3 se encontraron tanto a nivel nuclear como citoplasmatico (Figura. 8b).

Generacion de la linea celular LM05, y sus derivados.

Apartir de un pasaje seis del tumor M05 por medio de disgregacion mecanica y digestién enzimatica con
pronasa, se generd una linea celular estable a la cual se denominé LM05-MIX (Fiszman, G., resultados no
publicados). En la misma se identificaron dos poblaciones celulares, una de fenotipo epitelial, organizada
en islotes, que a su vez estaba rodeada de una segunda poblacién de aspecto fibroblastoide.

Para lograr separar y clonar las dos poblaciones, se realizé una tripsinizacion diferencial y luego una
dilucién limite (0.5 células/well) a partir del repique 35 de la linea celular mixta. Se obtuvieron dos lineas,
a las cuales se denominé LMO05-F y —E, respectivamente (Fiszman, G., resultados no publicados). La
primera se caracterizé por poseer una morfologia triangular/ ahusada y por desprenderse rapidamente
del sustrato, a diferencia la linea LMO05-E que se caracterizé por poseer células de menor tamario con
una morfologia cuboide e interacciones definidas, ademas de adherirse con mayor afinidad al sustrato.

Para la caracterizacion de la linea mixta se estudioé por inmunofluorescencia la presencia de diferentes
marcadores celulares. Como se muestra en la figura 9 las células de aspecto epitelial fueron positivas
para los siguientes marcadores: pancitoqueratinas, citoqueratina 14 y E-cadherina. Un grupo minoritario
fue citoqueratina 18 positivo. Las células que no estaban agrupadas en islotes y que poseian una mor-
fologia fibroblastoide resultaron positivas contra actina de musculo liso. Ambas poblaciones resultaron
positivas para vimentina.
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Figura 5: Histologia del tumor MO05.

Un pasaje temprano del tumor MOS fue fijado en formalina y embebido en parafina. Se muestra un corte del
mismo tefiido con hematoxilina-eosina. El mismo es un adenccarcinoma papilifero con areas de
diferenciacién pesudo-glandular, Se observan dos tipos celulares, uno de aspecto epilelial y otro
fibroblastico. Aumento: 400X.

—a— Control (n=3)
—i— Tam (n=2)
— N {n::ﬂ

Volumen tumoral (mm?)
353888888

20 40 60 80
Tiempo (dias)

Figura 6: Curva de crecimiento del tumor M05: respuesta a tratamientos hormonales.

Hembras virgenes de la cepa BALB/c fueron inoculadas con un pasaje 7 del tumor MO5. Tras alcanzar un
volumen de 35 mm’, las mismas fueron tratadas por ovariectomia o se les implantd un pellet de tamoxifeno
de 5 mg. Los conlroles sufrieron operaciones simulacro, o fueron traladas con pellels vacios. Se observé un
eslancamiento del crecimiento lumoral en las hembras traladas, evidenciando su eslrégeno-dependencia,
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.
Figura 7. Caracterizacion del tumor M05.

Cortes de muestras congeladas del tumor MO05 fueron analizados por inmunofluorescencia vy

microscopia confocal. Se utilizaron anticuerpos primarios contra: a) citoqueratina 18; b) citoqueratina 14;
c)vimentina; d) E-Cadherina; e) laminina; f) colageno IV. Tras la incubacion con el anticuerpo primario se
incubd con anticuerpos secundarios conjugados con FITC (verde). Los nicleos fueron tefidos con ioduro

de propidio (rojo). Aumento original: 600X.

.
Figura 8. Estudio de la presencia de receptores hormonales en M05.

Cortes de muestras congeladas fueron analizadas por inmunofluorescencia y microscopia
confocal. Se utilizaron anticuerpos primarios contra: a) ER-a; b) ER-[} y ¢) PR seguidos de

anticuerpos secundarios conjugados con FITC (verde). Los nucleos fueron tedidos con
ioduro de propidio (rojo). Aumento original: 600X,

Tesinas
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Figura 9. Localizacién de marcadores celulares en la linea LMOS-MIX.

Se crecieron células de la linea LMO5-MIX en vidrios hasta llegar a un 80 % de confluencia. Se fijaron y se
estudiaron por inmunofluorescencia la presencia de diferentes marcadores celulares. Se utilizaron
anticuerpos secundarios unidos a FITC (verde) y los nicleos se lifieron con ioduro de propidio (rojo). La
poblacidn celular de aspecto epitelial de la linea LMO05-Mix expreso cilogueralinas, vimentina, cilogueratina
14 (K14) y E-cadherina; un bajo porcentaje de células expreso citoqueratina 8 (K8). Por olra parte en la
poblacién de aspecto fibroblastico se detecto expresion de actina de musculo liso (AML) y vimentina.
Aumento original 400X.
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Expresion de componentes de matriz extracelular.

Se determind la expresion de laminina y coldgeno IV por inmunofluorescencia en la linea celular LMO5-
MIX (Figura 10). Los componentes de membrana basal se detectaron asociados tanto a la poblacion de
aspecto epitelial como a la fibroblastica, con una mayor expresién de los mismos en la zona de interaccion
entre ambas poblaciones celulares.

Estudio de la presencia de receptores hormonales por Western Blot.

Con el objetivo de determinar la presencia de los receptores hormonales, se realizaron estudios de
Western Blot de extractos de las lineas celulares LM05-E, F y MIX crecidas en medio DMEM/F12 + 10%
SFB (Figura 11 A). En los 3 casos se detecté la presencia de receptor de estrégeno-a. Se determiné la
presencia de las isoformas Ay B del receptor de progesterona en las tres lineas; sin embargo los niveles
de RP-A fueron muy bajos en las lineas LM05-F y MIX en comparacién con la LM05-E. Como control
positivo para receptor de progesterona se utilizé un extracto de utero de raton.

Estudio de la presencia de receptores por inmunofluorescencia.

Se estudio la presencia de receptores hormonales en las diferentes lineas por inmunofluorescencia
(Figura 11 B). Se observo la presencia de ER-a y PR en las tres lineas celulares tanto a nivel nuclear
como a nivel citoplasmatico.

o - -

Coldgeno IV

Figura 10. Caracterizacion de componentes de membrana basal.

Se determino la expresion de laminina y colageno IV por inmunofluorescencia en la linea celular
LMO5-Mix. Los componentes de membrana basal se detectaron asociados tanto a la poblacion de
aspecto epitelial como a la fibroblastica, con una mayor expresién de los mismos en la zona de
interaccion entre ambas poblaciones celulares. En ambos casos las marcaciones de membrana
basal se ven enverde (FITC)ylos nicleos en rojo. Aumentos: laminina 1000X y colageno IV 400X.
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Figura 11 A. Expresion de receptores hormonales en las lineas LM05-MIX,EyF.

Se analizaron por Western blot exlraclos proteicos de las lineas LM0O5-Mix, E y F. Setenta
microgramos de proteinas se sembraron por calle y tras ser corridas y transferidas a membranas de
PVDF se incubaron con anticuerpos contra ER-a (Neomarkers y Santa Cruz) y PR (Novocastra). Las
tres lineas resultaron positivas para ER-a y PR. Tanto la isoforma Acomo la B de PR se detectaron en
las tres lineas, sin embargo los niveles de PR-A fueron muy bajos en las lineas MIX y F respecto de la
E. Como control positivo para PR se utilizé extracto de Gtero.
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Figura1i0 B. Localizacién de receptores hormonales por inmunofluorescencia y microscopia
confocal.

Cultivos de células LMOS-E, F y MIX se crecieron en medio DMEM/F12 + 10% SFB sobre vidrios, Se fijaron y
marcaron con anticuerpos primarios contra ER-a (Santa Cruz), PR (Santa Cruz), seguidos de anticuerpos
secundarios conjugacs a FITC (verde). Los nicleos se tiferon con ioduro de propidio (rojo). Se pudo
observar en las tres lineas la presencia de ER-«, y PR, lanto en localizacién citoplasmatica como nuclear.
Aumentooriginal 400X,

Efecto de la via del ER sobre la proliferacion celular.

Una vez determinada la presencia de receptores hormonales, y dado que se trata de una linea derivada
de un tumor hormono dependiente, se realizaron ensayos de proliferacion para corroborar la funcionali-
dad de los mismos. La primera serie de experimentos fueron realizados con medio DMEM/F12 sin rojo
fenol suplementado con ITS (insulina, transferrina selenito). A pesar de notar un efecto estimulatorio del
estradiol, la significancia estadistica de estos experimentos no resulté siempre reproducible. Por lo tanto
se realizaron nuevos experimentos donde el ITS fue reemplazado por 1% SFBch. Las lineas LM0O5-MIX y
LMO05-E fueron respondedoras al estradiol (10 M) ya que se observé una estimulacién respecto del control
tratado solamente con 1% SFB. Con respecto al tratamiento con tamoxifeno, las lineas se comportaron
de forma desigual: en la linea LM05-Mix el tamoxifeno (10-°M) inhibid la proliferacién celular pero no se
observaron cambios ni deterioros en el cultivo. La linea LMO5-E, por el contrario, presentd una impor-
tante inhibicién de la proliferacion con fendmenos de deterioro visibles en el cultivo. Finalmente, la linea
LMO5-F no fue tan respondedora como las otras dos, ya que los cambios observados con los diferentes
tratamientos fueron muy leves. Desde el punto de vista estructural, la linea LMO05-F no presentd ninguna
clase de cambio ni deterioro frente al tratamiento con tamoxifeno (Figura 12).
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Induccién de apoptosis por tamoxifeno: efecto protector de la poblacion fibroblastica

A partir de los datos obtenidos de los ensayos de proliferacion se quiso determinar si el tamoxifeno
inducia apoptosis en las lineas LM05-MIX y LMO5-E. Por medio de la técnica de Tunel se analizé la pres-
encia de células apoptoéticas bajo diferentes condiciones (Figura 13). El agregado de tamoxifeno no sélo
inhibioé los efectos del estradiol sino que indujo apoptosis en la linea LM05-E, hecho que no ocurrié en
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Figura 12. Efectos del estradiol y eltamoxifeno sobre la proliferacién celular.

Se sembraron 250.000 células en placas de 35 mm en medio DMEM/F12 + 10%SFB. Alas 24 hs se lavd dos veces
con PBS y se reemplazd por DMEM/F12 sin rojo fenol. Se agregd al medio 1% SFBch (1%), 1% SFBch+ E2 (10°M)
(E2), 1% SFBch+estradiol + Tamoxifeno(10°M) (Tam). Las células se lavaron dos veces con PBS, se tripsinizaron y
se conlaron con camara de Neubawer cada 48 hs. Todos los tralamienlos fueron realizados por lriplicado. Se
observd en la LM0S-E una fuerte inhibicion de la proliferacion con el tratamiento con tamoxifeno y una estimulacion
con el agregado de eslradiol. En la LMO05-MIX se observd una estimulacién con el estradiol y una inhibicién de
menor intensidad con el tamoxifeno. Lalinea LMO5-F fue levemente afeclada porlos ratamientos; en este caso se
muestra el recuento al dia 6. Los resultados fueron analizados por ANOVA; *: p< 0.05; **: p= 0.01 y ***: p< 0.001.
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Figura 13. Deteccidn de apoptosis por medio de la técnica de Tunel.

Mediante la técnica de Tunel se determind la sensibilidad al tamoxifeno de la linea celular LMD5-MIX y del
clon LMO05-E. Las células fueron cultivadas durante 48 horas en medio con ITS, ITS+ estradiol 10-8M (ITS+
E) e ITS+estradiol 10*M+ tamoxifeno 10°M (ITS+ E+ T). En el clon LMO5-E se detectd un fuerte aumento en
el nimero de células apoptdticas (marcadas en verde, FITC) en el grupo tratado con tamoxifeno. Sin
embargo en la linea mixta LM05-MIX no se detectd un aumento de apoplosis, sugiriendo que las células
fibroblasticas jugarian unrol en la resistencia de la poblacion epitelial a la apoptosis. Los nicleos de todas las
células fueron marcadas con DAPI (azul). Aumento 400X,
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Figura 15. Estudio por Western blot de la respuesta no genémica al MPA.

Se crecieron células de las tres lineas en placas de 35 mm hasla lograr 80 % de confluencia. Después de 48 hrs de
deprivacion de suero se aplicaron pulsos de MPA (10°M). Se lomaron muestra a los 5°,10°,15°, 2 hy 6 horas. Se
extrajeron proteinas y se realizaron Weslem blols para determinar los niveles de p-ERK (Cell Signaling) y ERK
{Cell Signaling). En los dos casos mostrados se observo un aumento de la fosforilacion de ERK a partirde los 5
minutos, lacual decayd alas dos horas. No se observaron cambios enla linea LMO5-MIX. Debajo de cada western
blot se muestra el cociente del valor obtenido al densitometrar la banda corresponiente a pERK v ERK. Los valores
fueron normalizados considerando como 1 al tiempo cero. En este caso solo se ha realizado un solo experimento
porlinea celular.

la linea LM05-MIX. Este resultado sugeriria que la poblacion fibroblastica podria estar protegiendo a la
epitelial del efecto apoptdtico del tamoxifeno. Este estudio se llevd a cabo una vez lograda la confluencia
ya que de no estar en contacto las diferentes poblaciones, no se observo la resistencia al tratamiento
con tamoxifeno en la linea mixta. La linea LMO05-E fue sensible tanto en confluencia como en ausencia
de la misma.

Efectos a nivel no genémico del estradiol y el MPA.

Varios trabajos han demostrado que los receptores de estrégeno y de progesterona de membrana
pueden ejercer efectos a nivel no gendmico dentro de la célula (Levin, 2005;Faivre et al., 2005). Por lo
general, estos efectos se evidencian a tiempos cortes, una vez que la hormona entra en contacto con el
receptor de membrana. Basdndonos en los resultados obtenidos, nos intereso investigar si algunos de los
efectos no genémicos del estradiol y/o MPA se estaban llevando a cabo en el sistema LM05. Para ello
se realizaron pulsos de estradiol y se analizé por Western blot los niveles de ERK 1/2 de las tres lineas
celulares utilizando anticuerpos especificos dirigidos contra la proteina fosforilada y la no fosforilada
(Figura 14). Se observé en todos los casos un aumento en el nivel de fosforilacion de ERK 1/2 a partir
de los 5 minutos de tratamiento con una marcada disminucién pasados los 15 minutos. Como control de
siembra se utilizé la marcacion contra ERK total para normalizar los valores obtenidos. Se estudié también
el efecto de la activacion de ERK por medio de la activacién del receptor de progesterona. Se realizaron
pulsos de MPA y se procedio de la forma ya descripta para la medicién de ERK por método de Western
blot. Se observo que los niveles de ERK fosforilados aumentaron a tiempos cortos y a las dos horas de-
scendieron. Este efecto se observo en las lineas LMO5-E y F, pero no hasta el momento en la MIX. No se
ha estudiado aun el efecto del MPA sobre la proliferacion celular de las lineas (Figura 15).
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Figura 14. Estudio por Western blot de la respuesta no genémica al estradiol.

Se crecieron células de las tres lineas en placas de 35 mm hasta lograr 80 % de confluencia.
Después de 48 hrs de deprivacion de suero se aplicaron pulsos de estradiol (10°M). Se tomaron
muestra a los 5°,10°,15°, 1h, 2 h y 6 horas. Se exirajeron proteinas y se realizaron Western blots
para determinar los niveles de p-ERK (Cell Signaling) y ERK (Cell Signaling). En los tres casos se
observé un aumento de la fosforilacion de ERK a partir de los 5 minutos, la cual decayé a la hora.
Debajo de cada western blot se muestra el cociente del valor obtenido al densitometrar la banda
corresponiente a pERK y ERK. Los valores fueron normalizados considerando como 1 al tiempo
cero. Encada caso se muestra un experimento representativo de dos.
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Figura 15. Estudio por Western blot de la respuesta no genémica al MPA.

Se crecieron células de las tres lineas en placas de 35 mm hasta lograr 80 % de confluencia. Después de 48 hrs de
deprivacion de suero se aplicaron pulsos de MPA {10"M). Se tomaron muestra a los 5°,10°,15°, 2 hy 6 horas. Se
extrajeron proteinas y se realizaron Western blots para determinar los niveles de p-ERK (Cell Signaling) y ERK
(Cell Signaling). En los dos casos mosirados se observo un aumento de la fosforilacidn de ERK a partirde los 5
minutos, lacual decayd alas dos horas. No se observaron cambios enlalinea LM05-MIX. Debajo de cada westemn
blol se muestra el cociente del valor oblenido al densitomealrar la banda corresponiente a pERK y ERK. Los valores
fueron normalizados considerando como 1 al iempo cero. En esle caso solo se ha realizado un solo experimento
porlinea celular.

Tumorigenicidad de las lineas LM05

Para corroborar que la linea celular generada a partir del tumor M0O5 no hubiera perdido la tumori-
genicidad, se realizaron ensayos in vivo, inoculando 400.000 células por ratdn, de las diferentes lineas
celulares, segun se describe en materiales y métodos. Se observé que LM05-E no prendié ni en hembras
ni en machos a diferencia de la linea LM05-MIX que solo prendié en hembras. LM05-F prendié tanto
en hembras como en machos (Figura 16 A). Para averiguar si los tumores generados continuaban pre-
sentando un fenotipo hormono-dependiente, los mismos fueron transplantaron a ratones machos, hembras
y hembras ovarectomizadas (Figura 16 B). Se observé que todos los tumores perdieron su dependencia
hormonal ya que los transplantes crecieron en todos los ratones.

Caracterizacion del tumor de la linea LM05

A partir de los tumores generados por la inoculacion de las células LM05-MIX se realizaron inmunofluo-
rescencias en cortes por congelacion para estudiar si su morfologia y los tipos celulares que los conforma-
ban eran comparables al tumor parental M05 (Figura 17). Se observé que en los tumores generados por
la linea LMO5-MIX hubo una marcada disminucion en la proporcion de células epiteliales, lo cual se reflejé
en la marcacién contra citoqueratina 18 que se restringioé sélo a un pequefo grupo células luminales.
De la misma manera, la marcacion contra citoqueratina 14 fue positiva en un pequefio grupo de células
que mantuvieron una ubicacién mayoritariamente basal. Se observé que en el tumor generado hubo un
aumento marcado de la expresion de vimentina. Se realizaron analisis de los componentes de matriz ex-
tracelulary se observd, como en el tumor parental, un determinado grado de organizacion que fue mayor
en el caso de la laminina. El estudio de receptores fue positivo para receptores de estrogeno o, By RP.
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Figura16a. Curvade crecimiento tumoral a partir de las lineas LMO0S.

Se evalué la tumorigenicidad de las lineas LMO5-MIX, -F y -E inoculando 400.000 células en
ratones hembras y machos BALB/c (n=5 por grupo). Se observé que la linea LMO5-MIX sdlo
crecié en ratones hembras, la linea LMOS-F crecié tanto en hembras como en machos y la
linea LMO5-E no crecid en ninguno de los dos casos. Se muestra un experimento
representativo de dos.
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Figura 16b. Determinacion de hormono-dependencia de tumores de la linea LM05
transplantados.

Los tumores generados por las lineas LM05-MIX y LMO5-F (en hembras) se transplantaron a
ratones hembras , hembras ovarectomizadas y machos. Se observo que en todos los casos, a
diferencia del tumor parental, hubo crecimiento de los tumores, reflejando una pérdida de la
hormono-dependencia. En cada grupo se inocularon 5 animales.
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Figura 17. Comparacién entre el tumor MO5 y el tumor generado por la linea LMOS-MIX.
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Discusion

El objetivo de este trabajo fue caracterizar a la linea celular LM0S-MIX y los clones derivados de ella,
LMO5-E y F. LM05-MIX deriva del tumor de mama murino MO5. En trabajos previos se habia caracterizado
su comportamiento estrégeno dependiente (Piudo et al., 1998), sin embargo no se habian analizado los
marcadores de estirpe celular para entender el fenotipo de las poblaciones celulares que componen
el tumor. Este trabajo, en conjunto con la caracterizacién de las lineas, nos permitié establecer hasta
que punto las lineas representan al tumor parental. Nuestro trabajo demuestra que las lineas celulares
derivadas de M05 mantienen la expresion de receptores hormonales y la respuesta tanto al estradiol
como al tamoxifeno. De sumo interés resultd el hecho de que LM05 se haya generado como una linea
mixta, donde junto con la poblacién epitelial se identifico otra positiva para marcadores fibroblasticos. El
hecho de haber clonado ambas poblaciones para generar las lineas LM05-E y F brinda una herramienta
de trabajo para el estudio de las interacciones epitelio-mesenquimaticas en el contexto de la hormona-
dependencia y resistencia. Dada la falta de modelos de cancer de mama hormono-respondedores, la
caracterizacion de este sistema es interesante ya que aporta una nueva herramienta para el estudio de
los mecanismos involucrados.

El tumor mamario murino M05 se generé espontaneamente en una hembra virgen de la cepa BALB/c
en el bioterio del Instituto “Angel H.Roffo”. EI mismo presenté un comportamiento estrégeno dependiente
hasta el pasaje 8 (Piudo et al., 1998). El estudio de los marcadores de estirpe celular en pasajes inferiores
al 8 permitié establecer que el componente epitelial fue positivo para citoqueratina 18, marcador de células
luminales en la glandula mamaria del raton. Por otra parte se encontré una poblacién de distribucion may-
ormente basal, positiva para citoqueratina 14, y también en esta posicion se detectaron células vimentina
positivas. No hemos realizado la doble marcacion para establecer si la misma poblacion celular expresa los
dos marcadores, aunque se ha determinado por otros autores que células mioepiteliales tanto de glandula
mamaria normal como tumoral expresan vimentina (Petersen et al., 2003). A partir del tumor se generé
la linea celular que presentd dos poblaciones celulares: una de aspecto epitelial y la otra fibroblastica.
Se observé que mientras que en el tumor parental la marcacion con citoqueratina 18 fue positiva en la
mayoria de las células de tipo epitelial, no ocurrié lo mismo con la marcacién en la linea celular aislada, ya
que solo un pequefio grupo de células resultaron positivas. Por otra parte se observé un enriquecimiento
de la poblacion que expresa citoqueratina 14 en la linea. Esto puede indicar un enriquecimiento en la
poblacién mioepitelial basal existente en el tumor en el proceso de establecimiento de la linea celular
continua. Aun no se ha determinado, por doble marcacion, la presencia de receptores de estrégeno-a y de
progesterona en la poblacion positiva para citoqueratina 14 en el tumor parental, pero se ha determinado
la presencia de los mismos en la linea celular. En la glandula mamaria del ratdn las células mioepiteliales
son negativas para receptor de estrogeno-a y para receptor de progesterona (Shyamala et al., 2002). Esto
sugeriria que en el tumor hay células que presentan caracteristicas de ambas estirpes celulares, luminal
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y mioepitelial. Esto resulta interesante en el contexto de que en muestras tumores de mama humanos
se ha encontrado una asociacién entre la expresion de marcadores basales como la citoqueratina 14,
expresion de receptor de estrogeno-a y mutacion en el gen BRCA1 (Lakhani et al., 2005). La poblacion
de aspecto fibroblastica de la linea mixta, y la linea LMO05-F, resultaron positivas para vimentina y actina
de musculo liso, y negativas para citoqueratinas. Sin embargo se detecté la presencia de receptores de
estrégeno-o y de progesterona. En la glandula mamaria del ratdn el estroma es positivo para receptores
de estrégeno, pero negativo para receptor de progesterona (Shyamala et al., 2002). Esta discrepancia
podria sugerir que la poblacién F se originé de una célula epitelial que se transdiferencié. Estudios cito-
genéticas permitiran establecer si ambas poblaciones estan emparentadas, y por otra parte analisis por
microscopia electrénica determinaran si la poblacion F es realmente fibroblastica o no. Por ultimo se
encontré expresion de componentes de membrana basal como la laminina y el colageno IV tanto en el
tumor M05, como en la linea LM05-MIX. En particular, en ambos casos se evidencié mayor marcacion
de estos componentes en las zonas de interaccién epitelio-estroma.

Los ensayos de inmunofluorescencia asi como los estudios de Western Blot nos permitieron concluir
que las lineas celulares LM05 expresan receptores de estrégeno-a y receptores de progesterona. Estos
resultados son de suma importancia ya que actualmente no se cuenta con un gran nimero de modelos
murinos que presenten ambos receptos. Informacién acumulada de un gran nimero de investigaciones
revelaron que la presencia de receptores en tumores de mama humanos estan distribuidos en: 50-60% son
ER+/PR+; 13-20% son ER+/PR-; 5-15% son ER-/PR+ y 15-25% son ER-/PR-, mientras que la presencia
de los mismos en las lineas celulares utilizadas no mantiene esta relacion. Sélo un 20% de las lineas son
ER+/PR+; 7% son ER+/PR-, 5% son ER-/PR+ y el 68% son ER-/PR- (Lacroix and Leclercq, 2004).

Otra particularidad de la linea celular caracterizada en nuestro laboratorio es que presenta dos pobla-
ciones de fenotipo diferente. Son pocas las lineas que presentan esta caracteristica y que son utilizadas
para investigacion. Este hecho en particular hace que la LM05 sea una muy buena herramienta para
estudiar interacciones celulares dentro de un tumor. Es sabido que el microambiente y las interacciones
epitelio-estroma tienen una gran importancia en el desarrollo y progresién tumoral. Estos procesos son
altamente dependientes de interacciones entre las células malignas y otras células vecinas, mediados tanto
por contacto directo como por sefializacién paracrina. En varios modelos experimentales se observé que
el microambiente afectd la formacion tumoral, la tasa de crecimiento tumoral, el alcance de invasividad
y la habilidad para metastatizar (Maffini et al, 2004;Shekhar et al., 2003). Estos estudios demuestran la
importancia de desarrollar nuevos modelos en los que se puedan estudiar estas interacciones que por el
momento son poco conocidas. Actualmente se encuentran descriptos dos sistemas murinos donde se
cuenta con lineas celulares continuas que expresan receptores hormonales: MC4, MC7 y un segundo
sistema MXT. Ambos sistemas poseen receptores hormonales, tanto de estrégeno como de progesterona.
En el caso del primero las lineas se originaron de tumores inducidos y dependiente de progestagenos
(Lanari et al., 2001). Por otro lado, el sistema MXT, que es derivado de un carcinoma de mama murino
inducido por uretano (Watson et al., 1979), presenta una morfologia fibroblastoidea y es sensible al
tamoxifeno (Bernhardt et al., 2002). Sin embargo, la mayoria de las publicaciones relacionadas con el
cancer de mama hormono-respondedor utilizan las lineas MCF-7, T-47-D, que son derivadas de tejido
metastatico de carcinoma invasivo ductal y presentan receptores hormonales.

Con respecto a la respuesta hormonal, los tratamientos con estradiol estimularon la proliferacién
celular de las lineas LM05-MIX y E, mientras que el tamoxifeno tuvo un efecto inhibitorio. Esto no ocur-
rié en la linea F en la que sdlo se observaron efectos muy leves con ambos compuestos. El tamoxifeno
indujo apoptosis en la linea E, fenédmeno que no se observé en la linea mixta, resultado que sugeriria
un rol protector por parte de la poblacion F sobre la E. Se ha descripto que los fibroblastos aislados de
carcinoma podrian promover carcinogénesis mamaria y la progresion tumoral (Kuperwasser et al., 2004).
Sin embargo hasta el momento no hay estudios que analicen el papel del estroma en la adquisicién de
resistencia a tratamientos hormonales. Estudios por Western Blot sugieren que esta resistencia por parte
de la linea mixta podria estar mediada por una fosforilacion constitutiva del receptor de estrégeno, ya
que observamos un mayor grado de fosforilacion en la linea mixta respecto de las otras dos lineas. Se
ha demostrado por otros autores, que existe un cross-talk entre el receptor de crecimiento epidérmico
(EGFR) y el ER que lleva a la activacion del receptor estrogénico por fosforilacién en la serina 118 sin
que éste este unido a su ligando (Gee et al., 2005; Arteaga, 2003). No hemos determinado todavia con
anticuerpos especificos silo que observamos se trata de fosforilacion en esta serina especifica en nuestro
modelo. Trabajos publicados también relacionan esta resistencia con otras vias, como por ejemplo la del
factor de crecimiento de hepatocitos, en la que Akt estaria involucrada (Frogne et al., 2005). Para poder
identificar cuales son las vias responsables de la resistencia al tratamiento con tamoxifeno en la linea
LMO5-MIX se realizaran ensayos con inhibidores especificos de cada una de las vias de sefalizacion, y
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por otra parte determinaremos utilizando los clones LMO5-E y F si la resistencia esta mediada por factores
solubles o si es necesaria la interaccion fisica entre ambos tipos celulares.

La fosforilacién de ERK1/2 tras tratamientos cortos con estradiol o progesterona sugieren la pres-
encia de receptores hormonales de membrana en nuestro sistema celular. Se observé que tratamientos
con estradiol durante 5 a 15 minutos inducen la fosforilacién de ERK. El efecto fue observado en las tres
lineas celulares. Con respecto a la progesterona, sélo se observé en experimentos preliminares activacion
de ERK enlas lineas E y F, pero no en la mixta. Se deberan repetir estos experimentos para corroborar el
resultado. Otros autores han demostrado que en células MCF-7 la activacién rapida de ERK por estradiol
es mediada por la activacion del receptor de EGF (Levin, 2005). Dada la interaccién que existe entre
EGFR e integrina como la beta 1 (Wang et al., 1998) y la resistencia a la apoptosis (Weaver et al., 2002),
este modelo resulta interesante para encarar en el futuro el estudio de un posible rol de los receptores
de membrana en la resistencia al tamoxifeno con eventual interaccion con EGFR e integrinas.

Para determinar si las lineas celulares generaban tumores similares al parental, se inocularon ratones
con 400.000 células de cada linea. La linea LM05-MIX sélo generé tumores en hembras, mientras que la F
genero tumores tanto en hembras como en machos. No se observaron tumores en ratones inoculados con
lalinea E. Andlisis de los tumores generados por la linea LM05-MIX revelaron que los mismos presentaban
un bajo porcentaje de células epiteliales con presencia de algunos grupos apoptéticos (dato no mostrado)
y alta proporcion de células ahusadas, vimentina positivas. A pesar de estar en bajo nimero, las células
epiteliales se organizaron como en el tumor parental, estando las citoqueratina 18 en posicion luminal y
las 14 positivas en posicion basal. Se detecté presencia de receptores hormonales tanto en la poblacion
epitelial como en la estromal. Los tumores generados por la F fueron poco diferenciados, citoqueratina
negativos y vimentina positivos como era de esperar. Se observo la presencia de receptores de estrogeno
a, By de progesterona. No hemos inoculado la linea E en ratones tratados con estradiol. Creemos que
en este contexto tal vez se obtengan tumores. Dada la alta sensibilidad de la linea E al tamoxifeno, es
probable que sea muy dependiente de la via del receptor de estrégeno para sobrevivir. Si esto es asi,
esperariamos encontrar desarrollo de tumores en ratones hembra tratados con estradiol. Otro factor a
tener en cuenta es la alta proporcién de células citoqueratina 14 positivas en la linea celular, lo cual no
se traslada al tumor parental. Esto podria tener un impacto en su capacidad tumorigénica. Finalmente,
la hormono-dependencia de la linea LM05-MIX que sé6lo generd tumores en hembras no se mantuvo al
pasar estos tumores a ratones macho o hembras ovariectomizadas. En estos dos grupos, como en las
hembras intactas, se generaron tumores. No hemos analizado la composicién celular de estos tumores,
pero es probable que alli encontremos una explicacién a este fenotipo.

Conclusion

En este trabajo se caracteriz6 a la linea celular LM05-MIX, y los clones LM0OS-E y LMO05-F, derivados
del tumor mamario murino M05. Nuestros resultados presentan una nueva herramienta para el estudio
de los mecanismos involucrados en la respuesta del cancer de mama hormono-dependiente tanto al
estradiol como al tamoxifeno, y sugieren un papel de la interaccion epitelio-estroma en la adquisicion de
la resistencia al tratamiento hormonal.
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