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RESUMEN

RESUMEN DE TESIS

Estudios epidemioldgicos describen a los estréogenos como protectores en el desarrollo de
cancer de colon en mujeres postmenopdusicas tratadas con terapia de reemplazo
hormonal, pero los mecanismos responsables de esta proteccion se desconocen. Ademas,
el rol de progesterona ha sido minimamente estudiado y los resultados son controversiales.
Por otro lado, el riesgo de cdncer de mama en mujeres postmenopausicas esta asociado
positivamente con los niveles circulantes de esteroides ovaricos. Por lo antedicho, el
objetivo general de esta tesis fue estudiar los mecanismos responsables de la proteccién
hormonal ejercida por los esteroides ovaricos sobre el cancer de colon y su regulacién
diferencial con el cdncer de mama. Para ello se utilizaron ratas Sprague Dawley expuestas
a los carcindégenos 1,2-dimetilhidracina (colon) y 7,12-dimetilbenzantraceno (mama). Luego
fueron ovariectomizadas y tratadas con estradiol (E2, 60 ug/kg), progesterona (P4, 10
mg/kg) y E2+P4 (60 pg/kg y 10 mg/kg). Se demostrd que el tratamiento con E2 y P4 no
previno el desarrollo tumoral de colon. El tratamiento con E2+P4 produjo una disminucién
en la expresién de PCNA, un aumento del indice apoptdtico y una mayor expresién de
caspasa 3, PARP clivado y REB en los tumores, no observandose estos resultados para los
tratamientos hormonales individuales. Se concluyd que E2+P4 reducen la proliferacién y
aumentan la apoptosis en los tumores de colon a través de la accion del REB. Por otro lado,
en el experimento de cancer de mama se demostré que E2 es necesario para promover el
desarrollo tumoral, pero P4 modula a la baja sus efectos. La expresidn disminuida de PCNA
en los tumores por E2+P4 se condice con un mayor indice apoptético, una tendencia a
mayor expresidén de caspasa 3 y menor expresién Bax/Bcl-2. Ademas, E2+P4 provoco una
baja relacion de las isoformas de los RE. Esto podria indicar que los efectos apoptéticos
ejercidos por E2+P4 son conducidos por el REB en los tumores de mama. Se concluye que
E2 y P4 natural tienen una participacién activa y moduladora sobre la carcinogénesis de
colon y de mama. Cuando son administrados de manera individual, sus efectos son
diferentes entre el modelo experimental de cancer de colon y de mama. En cambio, su
accién conjunta produce efectos antiproliferativos en ambos tipos de tumores,

demostrando un efecto protector de E2 y P4 natural que seria conducido por REP.




ABSTRACT

ABSTRACT

Epidemiological studies describe estrogens as protectors in the development of colon
cancer in postmenopausal women treated with hormone replacement therapy, but the
mechanisms responsible for this protection are unknown. In addition, the role of
progesterone has been minimally studied and the results are controversial. On the other
hand, the risk of breast cancer in postmenopausal women is positively associated with
circulating levels of ovarian steroids. For the above, the general objective of this thesis was
to study the mechanisms responsible for the hormonal protection exerted by ovarian
steroids on colon cancer and its differential regulation with breast cancer. Sprague Dawley
rats were exposed to carcinogens 1,2-dimethylhydrazine (for colon cancer model) and 7,12-
dimethylbenzanthracene (for breast cancer model). Then, the rats were ovariectomized and
treated with estradiol (E2, 60 pg/kg), progesterone (P4, 10 mg/kg) and E2+P4 (60 pg/kg and
10 mg/kg). The treatment with E2 and P4 did not prevent colon tumor development.
Treatment with E2+P4 resulted in a decrease in PCNA expression, an increase in the
apoptotic index and a higher expression of caspase 3, cleaved PARP and ERB in the tumors,
and these results were not observed for individual hormonal treatments. We concluded
that E2+P4 reduce proliferation and increase apoptosis in colon tumors through ERP action.
On the other hand, the breast cancer experiment showed that E2 is necessary to promote
tumor development, but P4 downregulates this effect. Decreased expression of PCNA in
tumors by E2+P4 is associated with a higher apoptotic index, a tendency for greater
expression of caspase 3 and lower Bax/Bcl-2 expression. Furthermore, E2+P4 caused a low
ERo/ERP ratio. This may indicate that the apoptotic effects exerted by E2+P4 are driven by
ERPB in breast tumors. We conclude that natural E2 and P4 have an active and modulating
role in colon and breast carcinogenesis. When administered individually, their effects are
different between the colon and breast cancer experimental models. In contrast, their joint
action produces antiproliferative effects in both types of tumors, demonstrating a

protective effect of natural E2 and P4 that would be driven by ERp.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Los procesos bioldgicos estdan mediados por seiales de comunicacién, entre ellas las
hormonas que son sustancias quimicas que regulan la actividad de células y érganos. Las
hormonas se secretan desde las células en que son producidas o almacenadas hacia el
torrente sanguineo, y asi viajan a distancia pudiendo alcanzar las células que son blanco de
su accién, dentro del organismo. Estas células poseen receptores especificos que permiten
la union de la hormona y de esta manera se desencadena su efecto. Por ello son esenciales
en la regulacién y coordinacién de numerosos procesos fisioldgicos, que comprenden desde
cambios metabdlicos hasta la reproduccidn y el crecimiento entre otros (Curtis 2008). Esta
tesis se centrard en el estudio de las hormonas sexuales femeninas, las cuales serdn

definidas como esteroides ovaricos durante el desarrollo de la misma.

Esteroides ovaricos

La produccion de los esteroides se inicia en la vida fetal y se continlda durante la
infancia a bajos niveles hasta llegar a la pubertad (Pombo Arias 1997). Estos son producidos
en el ovario, fundamentalmente en las estructuras foliculares y en los cuerpos liteos. El
ovario sintetiza y secreta 3 grupos de esteroides, tal cual se muestra en la figura I.1:
andrégenos (C-19 esteroides), estrégenos (C-18 esteroides) y progestagenos (C-21
esteroides) a partir de colesterol, concretamente el proveniente de las lipoproteinas de baja

densidad o LDL (Llusid 1995).
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COLESTEROL
(c27)
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PREGNENOLONA
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[
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(C21)

|

GLUCOCORTICOIDES MINERALOCORTICOIDES ANDROGENOS
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l

ESTROGENOS
(C18)

Figura I.1. Sintesis de las hormonas esteroidales. El colesterol es el precursor a
partir del cual se sintetizan diferentes esteroides los cuales comparten un

esqueleto quimico semejante (Derivados del colesterol: acidos biliares vy

hormonas esteroides).

Dentro de los diversos esteroides ovaricos que existen, los principales son el 17f3-
estradiol y la progesterona los cuales son de interés para esta tesis y serdn descriptos a

continuacion.

17B-estradiol

Existen tres tipos de estrégenos principales: 17B-estradiol (E2), estrona y estriol
(figura 1.2). Dentro de ellos, el E2 es el mdas abundante y es sintetizado principalmente en el
ovario mientras que en mujeres postmenopausicas su produccién se da en tejidos
extragonadales. En cambio, la estrona tiene como fuente principal a los tejidos periféricos,
en tanto que el estriol se produce mayormente en el higado. Los estrégenos también se
producen en cantidades menores en glandulas adrenales y tejido adiposo (José Locia

Espinoza 2013).
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Figura 1.2. Estructuras de los principales estrégenos fisioldgicos.
Se pueden apreciar las diferencias en la estructura de los tipos de

estrogenos. (José Locia Espinoza 2013).

Entre los efectos de los estrégenos se encuentran el control en los depdsitos de grasa
corporal, el desarrollo y crecimiento de la glandula mamaria, la estimulacion de la
proliferacion celular del utero, las trompas de Falopio, el epitelio vaginal y la maduracién de
los ovarios. También se encuentran implicados en el control de la conducta sexual femenina
a nivel del sistema nervioso central. Por otro lado, ademds de participar en la funcién
reproductiva, los estrégenos son necesarios para el mantenimiento del equilibrio
hidroelectrolitico y de la masa dsea, el metabolismo de lipidos y carbohidratos, y participan
en aspectos relacionados con la fisiologia vascular siendo factores cardioprotectores, entre
otras funciones (Peter Vrtacnik 2014). Los estrogenos también influencian procesos
patolégicos de enfermedades hormono-dependientes tales como cdncer de mama,
endometrio, colon y ovario (Matthews 2003). Concretamente el E2 regula todos estos
procesos primero a través de la difusién de la membrana plasmatica de las células blanco y

luego por la sefializacion de receptores especificos intracelulares.
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Receptores de estréogenos

Las acciones bioldgicas del E2 son mediadas por la uniéon a sus receptores, los cuales
poseen dos isoformas: alfa (REa) o beta (REB). Estos receptores pertenecen a la superfamilia
de receptores nucleares y tienen un alto grado de homologia en sus secuencias y en su
estructura tridimensional. Estan compuestos de seis dominios funcionales, cada uno con
funciones auténomas, tal como se muestra en la figura 1.3: la porcién N-terminal (dominio
A/B) juega unrol en las interacciones proteina-proteinay en la activacion de la transcripcién
de genes; el dominio de unién a ADN (dominio C) dirige la dimerizacién del receptor y la
union al ADN en los promotores que contienen el elemento de respuesta a estrégenos
(ERE); el dominio D que funciona como una bisagra y contribuye a la dimerizacién del
receptor; el dominio C-terminal contiene el dominio de unién a ligando (dominio E) que une
E2 y coopera con el dominio A/B para sincronizar la transcripcién de genes; y por ultimo el
dominio F que puede modular la actividad transcripcional. Ademas, se han identificado dos
funciones activadoras de la transcripcion (FAs): la regién FA-1 estd localizada en la porcidn
N-terminal y es capaz de regular la transcripcién de genes basados en ERE, alin en ausencia
de ligando. La regién FA-2 situada en la regidn C-terminal media la activacidn transcripcional
dependiente de ligando por la unién de E2. Ambos FAs coordinan la expresidon de genes
dictando el patron de asociacidon de los RE, ya sea con co-activadores o co-represores

(Acconcia 2011).
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Unidn Unién
a ADN aligando
Nl A/B F|C
FA-I1 FA-2
N 183 43|C REq

N| 142 C REB

homologia REo/REB 97% 60%

Figura I.3. Comparacion de las estructuras de los receptores de estrégenos
ay B. En esta figura pueden apreciarse las similitudes que comparten ambas

isoformas, con los dominios de union a ADN y al ligando (Hewitt 2002).

Ambas isoformas del receptor pueden llevar a cabo sus acciones tanto por efectos
gendmicos como no-gendmicos, y esto depende de la localizacidn intracelular de los
receptores. Para la activacion de la via genémica, la unién de E2 provoca la translocacién
de los receptores al nicleo, donde ocurre la transcripcién génica de ERE. En cambio, en la
activacion de la via no-gendmica, E2 produce una sefalizacidon rapida e involucra la
activacion de varias vias de transduccidn de sefiales tales como PLC/PKC; Src/ERK, PI3K/AKT,
p38/MAPK; JAK/STAT, etc. La naturaleza de estas vias y el papel que desempefian en la
funcidn celular difieren entre el REa y el REB. En particular, las sefiales rapidas generadas
del complejo E2—REa conducen a la célula al ciclo celular y representan la principal
determinante de los efectos proliferativos y de supervivencia del E2. En contraste, los
efectos rdpidos generados por el complejo E2—REB sacan a la célula del ciclo celular,
representando la clave para entender los efectos antiproliferativos inducidos por el E2

(Acconcia et al. 2005; Bardin et al. 2004).
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Progesterona

La progesterona (P4, figura 1.4) es producida por el ovario bajo la influencia de las
hormonas hipotdlamo-hipofisiarias (hormona foliculo-estimulante y hormona luteinizante),
principalmente por el cuerpo amarillo que se forma durante la segunda mitad del ciclo

menstrual; y a partir del tercer mes del embarazo, por la placenta.

0O

Figura 1.4. Estructura de progesterona. Como todos los
esteroides ovaricos, es una hormona derivada del

colesterol.

La secrecion de la P4 comienza antes de la ovulacion, desde el foliculo destinado a la
liberacion del évulo. Cuando no se produce el embarazo, el cuerpo luteo involuciona,
disminuyen los niveles de P4 y comienza la menstruacion. Si el évulo es fertilizado, el
trofoblasto comienza a secretar una hormona conocida como gonadotropina coridnica
humana en la circulacién materna, prolongando asi la vida funcional del cuerpo luteo. A
partir de la segunda o tercera semana del embarazo, la placenta en desarrollo secreta
estrogenos y P4 en colaboracidn con las glandulas suprarrenales fetales y entonces el
cuerpo luteo ya no es esencial para que prosiga la gestacién. La placenta continula
produciendo estrégenos y P4 en gran cantidad hasta el momento del parto. Esta hormona
ejerce una multiplicidad de acciones bioldgicas en sus tejidos blanco, previamente
sensibilizados por los estrégenos. La sintesis de la progesterona comienza con la conversién

del colesterol a pregnenolona por el citocromo P 450. Una vez sintetizada la pregnenolola,
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esta puede tomar dos rutas protagonizadas por enzimas diferentes: la 3BHSD (3pB-
hidroxiesteroide deshidrogenasa), que la convierte en P4 o la 17a-hidroxilasa (P450c17),

que la convierte en 17a- hidroxi-pregnenolona (Orizaba-Chavez 2013).

Receptores de progesterona

Los efectos de P4 se producen luego de la unidn de la hormona con su receptor
intracelular (RP4). Este existe en dos isoformas, tal como se muestra en la figura I.5. Dichas
isoformas difieren estructuralmente por la inclusion de un segmento N-terminal en la
isoforma larga P4R-B. Esta regién denominada segmento B esta ausente en la forma corta

PAR-A.

) RP4 gen | 1 (23« J(s]lel[z](e]

4
® rP4-B | A8 [c]o] € |
FA-3 FA1 FA-2
RP4-A [ AB EcH]iER) S ]
DI FA FA-2
“ Rpa-c [C[o] €& ]

FA-2

Figura 1.5. Estructura de las isoformas del receptor de progesterona. A)
Organizacion exoénica del gen del RP4, mostrando con las flechas los promotores de
RP4-A y RP4-B. B) Estructura de los RP4-A y RP4-B. La region A/B contiene el dominio
de transactivacion especifico del RP4-B denominado FA-3, el dominio FA-1 comun a
ambas isoformas y el dominio inhibitorio (DI) especifico del P4R-A. La region C forma
el dominio de unién al ADN y la region D forma la bisagra responsable de la sefial de
localizacién nuclear. La regién E contiene el dominio FA-2, comin a ambas isoformas,

y el dominio de unidn a ligando (Cork 2008).
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Las dos isoformas son codificadas por el mismo gen y generalmente son co-
expresadas. El RP4-B es un potente activador de genes dependientes de P4 en diferentes
células, mientras que RP4-A es un débil activador de estos genes. Cuando ambas isoformas
del receptor estan activadas, la isoforma A actda como inhibidor de la accion de la isoforma

B, disminuyendo el efecto de P4 en las células blanco (Rekawiecki et al. 2011).

El RP4 es miembro de la superfamilia de receptores nucleares y es un efector
importante producto de la activacidén de los RE; en la mayoria de los casos E2 es requerido
para la expresidon de RP4. Adicionalmente, son necesarias las interacciones de los RP4 con
co-activadores y represores transcripcionales para la funcién de factor de transcripcion de
estos receptores. Ademds, pueden sufrir modificaciones postraduccionales como
fosforilaciones, acetilaciones y ubiquitinaciones que pueden alterar su funcionamiento y
localizacion. Estos receptores tienen dos mecanismos de accién: la via gendmica clasica,
donde median la transcripcidn a través de la interaccién con elementos de respuesta a P4
presentes en el ADN; y la via no-gendmica que es llevada a cabo por receptores presentes
en la membrana plasmatica. Dentro de los efectos no gendmicos de P4 que se han descripto
estan los cambios en el flujo de iones y calcio intracelular y la rapida y transitoria activacion
de la via MAPK, entre otros segundos mensajeros. Sin embargo, las interacciones directas
de los RP4 con componentes de la via no-gendmica y subsecuente activacion de vias de

sefalizacion son integradas con las acciones gendmicas.

Menopausia y terapia de reemplazo hormonal

La menopausia es una condicion endocrina provocada por la disminucién de la
actividad ovarica, la cual ocurre en todas las mujeres y estd caracterizada por una progresiva
disminucién de los niveles de estrégeno. Es por esto que la menopausia es el punto en
donde la menstruacion cesa permanentemente como resultado de la pérdida de la
actividad folicular ovarica. Mientras que los foliculos ovaricos producen estrégeno y P4
(hormonas con actividad autocrina y paracrina), la menopausia causa varios cambios
fisioldgicos debido a la disminucién de estas hormonas. La deficiencia de estrégeno implica

sintomas vasomotores, atrofia urogenital, disminucion cognitiva, asi como también mayor
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riesgo de enfermedades como aterosclerosis, enfermedad cardiovascular, osteoporosis y
enfermedad de Alzheimer. En cambio, P4 actia modulando los efectos de los genes de
respuesta a estrégenos, actuando en varios casos en el control y reduccidn del riesgo de
canceres dependientes de estréogenos como por ejemplo el cancer de mama, Uteroy ovario.
Con el fin de minimizar el dafio causado por la ausencia de la actividad hormonal, se
desarrollé la terapia de reemplazo hormonal, la cual es ampliamente utilizada por mujeres
de todo el mundo y en algunos casos sin criterios preestablecidos. Hasta mediados de la
década de los afios ochenta, la terapia utilizaba sélo E2, de esta manera reduciendo
sintomas vasomotores, vaginitis y osteoporosis. Sin embargo, estudios posteriores
indicaron que este tratamiento estaba asociado con un aumento significativo de la
incidencia de carcinoma endometrial, relacionado por la continua estimulacion de
hiperplasia endometrial por la accion de estrégenos en ausencia de los efectos opuestos de
las progestinas. Desde ese estudio, se comenzd a utilizar la combinacion de estrégenos y P4
en la terapia de reemplazo hormonal. Sin embargo, en algunas mujeres esta terapia puede
generar mas efectos nocivos que beneficiosos. Esto depende de la presencia de factores de
riesgo preexistentes, el tipo de esteroides utilizados y la duracién del tratamiento entre
otras cosas. Ademads de controlar los sintomas de la menopausia, la terapia de reemplazo
hormonal tiene varios efectos secundarios como irritacién en la piel, sangrado irregular,
nauseas, vémitos y depresidn. La terapia conteniendo estrégenos y progestinas impone un
riesgo de 26 % de desarrollar cancer de mama que el régimen sélo con estrégenos, pero
disminuye el riesgo de padecer cancer de colon en un 20 a un 40 % (Rossouw 2002). Estas

observaciones han llevado a desarrollar multiples trabajos investigando el rol de la terapia

de reemplazo hormonal en dichas patologias.
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CAPITULO Il

CANCER DE COLON
Epidemiologia

Los tumores malignos junto con las enfermedades cardiovasculares son las principales
causas de muerte, mas aun en regiones en desarrollo donde la prevencién y tratamientos
del cancer son menos accesibles y/o efectivos. Esta enfermedad se produce, en la mayoria
de los casos, en personas mayores de 50 afios, con un pico de incidencia entre 65y 75 ainos;
por lo tanto, el envejecimiento de la poblacidn generara una mayor proporcion de personas
con edad de padecerlo y este factor debe ser tenido en cuenta en el andlisis y la proyeccion
de las politicas de control de la enfermedad. El cancer de colon es uno de los tumores con
mayor incidencia y mortalidad a nivel mundial, con una proyeccidon y preocupacién
crecientes para las préximas décadas. Ocupa el tercer lugar en incidencia de tumores
malignos detras del cdncer de pulmén y de mama, con aproximadamente 1.300.000 nuevos
casos por afio, y el cuarto lugar en mortalidad con mas de 641.000 muertes anuales, luego
del cancer de pulmadn, de estdmago y de higado (Ferlay et al. 2010). En las mujeres, el cancer
de colon es la segunda neoplasia mas frecuente en el mundo luego del cancer de mama
(570.000 casos, el 9,4 % del total) y es la tercera causa de muerte por tumores malignos
después del cancer de mama y de pulmdn (288.000 defunciones, un 8,6 % del total). Es el
tercer cancer mas comun en el mundo en los hombres (664.000 casos, 10 % del total)
después del cancer de pulmdn y de préstata, y la cuarta causa mds comun de muerte por
tumores malignos (321.000 muertes, un 7,6 % del nimero total de muertes por cancer)
luego del cancer de pulmén, de prdostata y de estémago. Las tasas de incidencia de cancer
de colon en el mundo son sustancialmente mayores en hombres que en mujeres (1,4:1) y
también las tasas de mortalidad son mayores en hombres (Gualdrini 2011). En Argentina,
segun estimaciones del Instituto Nacional del Cancer, las tasas de incidencia y mortalidad
en hombres son de 30 y 15 casos por cada 100.000 habitantes respectivamente, mientras

que en mujeres son de 19 y 9 casos por cada 100.000 habitantes (INC 2016), observandose
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la misma tendencia a nivel mundial en la prevalencia de este tipo de cancer en el sexo

masculino (figura 11.1).
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Figura 1.1: Mortalidad por cancer en hombres y mujeres segtin principales
localizaciones tumorales. Tasas estandarizadas por edad segun poblacién
mundial estandar por 100.000 habitantes. Fuente: SIVER/INC— Ministerio de

Salud de la Nacidn, en base a registros de mortalidad de la DEIS. Argentina,

2016.

Por todos estos datos en la actualidad el cancer de colon y recto es un problema serio

de salud publica en el mundo y en la Argentina.

Clasificacion de tumores de colon

La mayoria de las neoplasias que tiene su origen en el intestino grueso son
adenocarcinomas epiteliales derivados de células epiteliales columnares de la capa mucosa
del colon y del recto (tabla I.1). Dichos adenocarcinomas por lo general tienen su origen en
pdlipos que son producto de un aumento en la proliferacion celular y displasia. La mayoria

de los pdlipos aparecen de manera esporadica y en personas de edad avanzada, siendo la
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excepcion en personas jovenes, donde dicha enfermedad estd asociada a un sindrome
familiar. Hallazgos como son diferenciacion endocrina, aspecto en anillo de sello y
diferenciacién de células escamosas son apariencias frecuentes en cdncer colorrectal

(Arcos, 2009).

Tumores epiteliales (5)

Tumores no epiteliales (5)

Tumores secundarios (5)

- Adenoma:

Tubular, velloso,
tubulovelloso y serrado.

- Carcinoma:
Adenocarcinoma,
adenocarcinoma mucinoso,
carcinoma de células en
anillo de sello, carcinoma de
células pequefias,
carcinoma de celulas
escamosas, carcinoma
adenoescamoso, carcinoma
medular y carcinoma
indiferenciado.

- Carcinoide (neoplasia

endocrina bien

diferenciada):

Célula EC-neoplasia productora de

- Lipoma

- Leiomioma

tumor estromal
gastrointestinal

- Leiomiosarcoma

- Angiosarcoma

- Sarcoma de Kaposi
- Melanoma maligno
- Otros

- Linfomas malignos:
Linfoma de Cel-B
zona marginal o tipo
MALT, linfoma de
células del manto,
linfoma de Cel-B

largo y difuso

linfoma de Burkitt,
ofros.

- Pélipos:
Hiperplasicos
(metaplasicos),
Peutz-Jeghers y
Juvenil

serotonina, célula L- tumor
productor de péptido glucagén.
- Adenocarcinoma-
carcinoide mixto
- Otros

Tabla II.1. Clasificacidn histopatoldgica del cancer colorrectal. Arcos y Acevedo Tirado, 2009.

El cancer de colon estd asociado a una cascada de mutaciones genéticas que
progresivamente van alterando la replicacién del ADN y acelerando la replicacién de los
colonocitos. La acumulacién progresiva de multiples mutaciones genéticas resulta en
transicion de la mucosa normal a adenoma benigno, luego a displasia severa hasta
carcinoma. Los canceres de colon son clasificados como bien diferenciados,
moderadamente diferenciados o pobremente diferenciados en funciéon del grado de
preservacion de la arquitectura glandular normal y las caracteristicas citolégicas.

El sistema de clasificacién que se emplea con mas frecuencia para el cancer de colon
es el sistema TNM del American Joint Committee on Cancer (AJCC). El sistema TNM se basa

en tres piezas clave de informacién:
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e La profundidad del tumor (T) primario: si ha crecido dentro de la pared del intestino
y si se ha expandido hacia las dreas adyacentes.
e Siel cancer se propago a los ganglios (nddulos [N]) linfaticos regionales adyacentes.
e Sielcancerse propagd a otros érganos del cuerpo (metdastasis, [M]). Los lugares mas
comunes de propagacion son el higado y los pulmones.
Los numeros vy las letras después de la T, N y M proporcionan mas detalles sobre cada uno
de estos factores. Los nimeros mas altos significan que el cancer esta mas avanzado. Otro
factor que puede afectar su tratamiento y prondstico es el grado. La escala utilizada para
clasificar por grados a los canceres colorrectales va del 1 al 4: el grado 1 (G1) significa que
el cancer se parece mucho al tejido normal colorrectal, mientras que el grado 4 (G4) significa
que el cancer se ve muy anormal. Los grados 2 y 3 (G2 y G3) estdn en algun lugar intermedio.
Generalmente, el grado se simplifica como de bajo grado (G1 o G2) o de alto grado (G3 o

G4).

Marcadores tumorales

Los marcadores tumorales son sustancias producidas tanto por las células normales
como por las células cancerosas; sin embargo, se producen en concentraciones mas altas
en enfermedades cancerosas. Estas sustancias pueden encontrarse en la sangre, orina,
materia fecal, en tejidotumoral o en otros tejidos o liquidos del cuerpo de algunos
pacientes con cancer. La mayoria de los marcadores de tumores son proteinas. Sin
embargo, mds recientemente, los patrones de expresion de los genesy los cambios
de ADN han empezado a usarse como marcadores. En el cancer colorrectal los marcadores
mas precisos son el CEA (antigeno carcinoembrionario) y Ca.19.9. Su determinacién
permite realizar un seguimiento del tumor tras su tratamiento, y para detectar
recidivas, pero no son validos para realizar un diagndstico precoz. (Instituto Nacional del

Cancer de Estados Unidos de América (NIH), 2015).

e Marcadores proliferativos: un pardmetro de la sobrevida en el cancer

colorrectal lo constituye el analisis de proliferacion celular, expresado por el

13
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porcentaje de células en fase S del ciclo celular (Locker et al. 2006). Si bien no
son utilizados de rutina en la clinica del cancer colorrectal, numerosos estudios
los proponen como marcadores prondstico en esta enfermedad, incluyendo
también a marcadores de muerte celular (Qasim et al. 2012; Khodapasand et
al. 2015; Melling et al. 2016). Por ello en esta tesis, se han analizado
marcadores de proliferacidn celular tales como PCNA (antigeno nuclear de
células en proliferacion) y Ki67. El primero se encuentra en el nicleo, actuando
como cofactor de la polimerasa §, ayudando a incrementar la procesividad de
la sintesis de la cadena lider durante la replicacién del ADN. El Ki67 identifica
células que se encuentran en las fases del ciclo celular (G1, S, G2 y M), no
reconociendo células en etapa de descanso (GO). La positividad del Ki-67
se correlaciona con el grado de diferenciacién histoldgica, invasién vascular,
posibilidad de metastasis, recurrencia temprana y pobre sobrevida en el
cancer de mama. Ademas, dentro de los marcadores proliferativos se
encuentra Bcl-2, una proteina que se encuentra anclada a la membrana
externa mitocondrial, caracteristica que ha sido relacionada con su propiedad
anti-apoptética.

Marcadores apoptéticos: La muerte celular por apoptosis es una muerte

fisiologica, que se puede presentar ya sea porque el organismo requiere para
su desarrollo de la muerte en particular de esa célula, o bien porque la célula
sufrié un dafio irreparable y la célula muere en beneficio del organismo. En
este caso, la célula muere por la activacién de una serie de mecanismos que
provocan que la célula no pierda la integridad de su membrana, y sélo va a
presentar pérdida de dicha integridad hacia el final del proceso. La apoptosis
puede llevarse a cabo por dos vias: la via extrinseca o la via intrinseca (figura

11.2).
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Figura Il.1. Vias extrinseca e intrinseca de sefializacion de la apoptosis. La unidn de Fas con su
ligando inician la via extrinseca, mientras que la activacién de proteinas mitocondriales como
Bax produce poros en la membrana de la mitocondria que permite la liberacidn del citocromo

c y posterior activacién de la via intrinseca (Meresman 2011).

La via extrinseca se encuentra involucrada a interacciones mediadas por
receptores transmembrana como los receptores de muerte, caracterizados
por presentar un dominio extracelular y un segundo dominio de localizacién
citoplasmatica conocido como el dominio de la muerte, que es el responsable
de la apoptosis. En cambio, la via intrinseca se induce dentro de la célula y
puede ser desencadenada por dano en el ADN, grandes aumentos en la
concentracion de calcio citosdélico o estrés celular, asi como un aumento en la
generacién de especies reactivas de oxigeno en la mitocondria. Esto activa a
miembros de la familia Bcl-2 que gobiernan la permeabilizacién de la
membrana mitocondrial, conduciendo a la apoptosis. Con respecto al cancer,

los factores mas decisivos para su desarrollo son las alteraciones en los
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mecanismos y porcentajes de la proliferacién celular y de la apoptosis (Garcia
Garcia, 2006). El crecimiento tumoral podria definirse con la siguiente
ecuacion: % de células acumuladas = % de proliferacion celular - % de muerte
celular. Las modernas técnicas de inmunohistoquimica utilizan anticuerpos
monoclonales y policlonales para poder detectar marcadores tisulares que
permite informar el porcentaje de proliferacion y el porcentaje de apoptosis
existente en una determinada muestra de tejido perteneciente a una lesiéon
cancerosa o precancerosa. Asi, la deteccion molecular de marcadores informa
sobre la situacion mas o menos grave del paciente respecto de su proceso
canceroso. Dentro de los marcadores apoptéticos analizados en esta tesis se
encuentran:

v/ PARP: es una poli ADP-ribosa polimerasa, involucrada en la
reparacion del ADN ante el estrés ambiental. De esta manera ayuda a
las células a mantener su viabilidad. Pero esta proteina puede ser
clivada por muchas caspasas, siendo un blanco especifico de las
caspasa 3, lo que facilita el desensamble celular y sirve como marcador
apoptoético.

v Caspasa 3: es una proteina miembro de la familia de las
caspasas, que son enzimas involucradas en el proceso de apoptosis. Las
caspasas existen como proenzimas inactivas, que sufren un proceso
proteolitico dando como resultado dos subunidades que al dimerizar
forman la enzima activa. Al principio del proceso de apoptosis, las
caspasas 8, 9 y 10 activan a la caspasa 3, que luego cliva a PARP y a
otras caspasas como la 6 y 7. Esta enzima actla tanto en la via
intrinseca como extrinseca de la apoptosis.

v' Caspasa 8: esta enzima estd involucrada en la via extrinseca
de la apoptosis, la cual es mediada por la activacion de receptores de
membrana, como la unién de un ligando de muerte (FasL) a su receptor

especifico (Fas) en la superficie celular. Los ligandos de muerte son
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constitutivamente homotriméricos; la unién a sus receptores conduce
a la formacion de un complejo que seguidamente recluta factores
citosdlicos, tales como FADD y caspasa 8, formando el complejo DISC.
La formacién de DISC conduce a la activacién de caspasas iniciadoras
tales como caspasa 8, la cual una vez clivada y activada, produce la
activacion de la caspasa 3, efectora de la apoptosis.

v/ Caspasa 9: enzima involucrada en la via intrinseca de la
apoptosis. Puede ser activada por una gran variedad de estimulos
internos de la célula, que conducen a la unidn del citocromo c, el cual
se une y activa a la proteina factor 1 activador de la proteasa
apoptética (Apaf-1) en el citoplasma, lo que promueve que esta Ultima
se una a ATP/dATP y forme el apoptosoma. Este ultimo es el encargado
de clivar y activar a la caspasa 9, la cual finalmente activa a la caspasa
3, efectora de la apoptosis.

v/ Bax: proteina pro-apoptdtica perteneciente a la familia de
proteinas Bcl-2, involucradas en la via intrinseca de la apoptosis. Una
vez activada, Bax oligomeriza en la membrana mitocondrial, dando
como resultado la liberacidon de citocromo c y otras proteinas de estos

organelas, que contribuyen a la activacion de caspasas.

Modelos de carcinogénesis de colon en animales

La habilidad de inducir tumores de colon en animales ha provisto la oportunidad de
estudiar varios aspectos del proceso carcinogénico. Estos modelos han permitido esclarecer
informacién sobre la iniciacion, promocidn y progresién tumoral, incluyendo mecanismos
detallados de transformacién celular y los eventos subsecuentes que conducen a la
formacién de lesiones neoplasicas. Los modelos pueden ser quimicamente inducidos o
genéticamente modificados (Tanaka 2009). El primer reporte de la 1,2-dimetilhidracina

(DMH) como un inductor quimico del cancer de colon fue reportado por Druckey en el afio
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1970 (Druckey, 1970). A partir de alli, DMH ha sido ampliamente usada para inducir
adenocarcinoma de colon y recto en roedores con alta incidencia y especificidad (Druckrey
et al. 1967; Nalini et al. 1997; Venkatachalam et al. 2016). La DMH es un inductor indirecto,
ya que es metabolizado a azoximetano que es el agente directo que produce la alquilacién
del ADN en las células epiteliales del colon (Jucd et al. 2014). La histopatologia de los
tumores desarrollados con este carcindgeno es similar a la observada para los tumores de
colon esporadicos humanos (LaMont y O’Gorman 1978; Pozharisski et al. 1979; Ahnen
1985; Rogers y Nauss 1985; Jackson et al. 1999) y es un modelo altamente versatil para
estudios de quimioprevencion, genética y biologia del cancer de colon (Bissahoyo et al.

2005).

Participacion de los esteroides ovaricos en el cancer de colon

Las altas tasas de incidencia y mortalidad de cdncer de colon en el mundo llevaron a
enfocar la atencién sobre cual podria ser la causa que provoca una menor tasa en las
mujeres. En el afio 1991 se lanz6 Women's Health Initiative (WHI) que consistié en un
estudio observacional a partir de una serie de ensayos clinicos que involucraron 161.808
mujeres postmenopausicas sanas y que durd 15 anos. Los ensayos clinicos fueron
designados para evaluar los efectos de la terapia de reemplazo hormonal en mujeres
postmenopdusicas, la modificacién de su dieta, los suplementos de calcio y vitamina D en
la enfermedad cardiaca y el riesgo de padecer cancer de mama y colon. Se determiné que
las mujeres que recibieron estrégenos mas progestinas presentaron una disminucion del 20
% al 40 % de riesgo de padecer cancer de colon, mientras que las mujeres que recibieron
sblo estréogenos, no se observd diferencia con respecto al grupo placebo (Rossouw 2002).
Estas observaciones llevaron a postular a los esteroides ovaricos como protectores en el

desarrollo de cancer.

Diferentes estudios en animales también demostraron un menor riesgo de contraer
cancer de colon en presencia de estrogenos (Weyant et al. 2001; Foster 2013). Sin embargo,
una vez desarrollada esta patologia, estudios in vivo han indicado que los estrégenos

inhiben la proliferacion del cancer de colon, mientras que otros sugieren que provocan
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efectos mitogénicos en esta patologia (Weige et al. 2009). Dichas controversias pueden
deberse a las diferencias en los modelos experimentales en cuanto a la iniciacion de la
terapia (si es antes o posterior a la induccién carcinogénica), tipos y dosis de esteroides

utilizados, duracién del experimento, entre otros.

Con respecto a la accion de los esteroides ovaricos sobre lineas celulares de cancer de
colon, se han reportado resultados controversiales. Estudios llevados a cabo con
estrégenos, muestran que estos inhiben, asi como también estimulan el crecimiento de
varias lineas celulares de cancer de colon (Fiorelli et al. 1999). Con respecto a P4 también
hay controversia en los resultados obtenidos, ya que algunos autores reportan una accién
inhibitoria, y otros una accién estimulatoria del crecimiento celular (Nakayama et al. 2000;
Motylewska y Meten-Mucha 2009). Todos estos resultados obtenidos hasta el momento
en cuanto a los esteroides ovaricos y su accion en lineas celulares de cdncer de colon son
conflictivos y esto puede ser debido a los diferentes tipos de células utilizados, con
expresiones variables de sus receptores hormonales, y en las diferentes concentraciones y
tipos de hormonas utilizadas. Por ello es necesario aportar estudios que confirmen los

efectos que producen, y cudles son los factores que afectan a los mismos.

Receptores de estrégenos

Hace algunos afios se creia que la funcion primaria de E2 era el desarrollo de las
caracteristicas sexuales secundarias femeninas y la subsecuente regulacion de la funcién
reproductora. Sin embargo, en la actualidad es bien conocida su participacién en otros
aspectos fisioldgicos, ya sean femeninos o masculinos, y en diferentes enfermedades
incluyendo el cancer. Los efectos oncogénicos de E2 han sido ampliamente estudiados en
cancer de mamay ovario, pero poco se sabe de su accién en cancer de colon (Marino 2014).
En cuanto a sus receptores, se sabe que el REB es el receptor predominante en el colon
(Campbell-Thompson 2001; Konstantinopoulos 2003; Wong 2005) y que su expresion se
pierde durante la progresion del cancer de colon, sugiriendo que cumpliria un rol

importante en la progresidon de esta enfermedad (Foley, 2000; Wada-Hiraike O 2006).




Capitulo Il - Cancer de colon

Experimentos llevados a cabo en ratones knockout para REB concluyen que la pérdida del
mismo conduce a un aumento de proliferacién, pérdida de diferenciacién y disminucion de
la apoptosis en el epitelio de colon, sugiriendo un importante rol de este receptor en la
organizacién y mantenimiento estructural del colon (Wada-Hiraike O 2006). Por otro lado,
en lineas celulares de cancer de colon también se ha reportado que expresan mayormente
REB tras una estimulacién con E2 (10-1000 nmol/L), con una induccion de apoptosis
dependiente de la dosis (Marino 2014). Los mecanismos propuestos para la activacion de la
apoptosis a través del REP varian segun la linea celular estudiada. Estos mecanismos
incluyen la fragmentacion del ADN y la condensacion nuclear (Qiu 2002), cambios en la
relacion de proteinas Bcl-2/Bax (Linsalata 2005), y el aumento de la expresion de caspasas
8y 9. Con respecto al REa, se ha reportado que su expresién es minima en colon normal y
en células de cancer de colon (Campbell-Thompson 2001; Waliszewski 1997). Por ello todos
los estudios apuntan a que los efectos protectores de E2 en la carcinogénesis de colon son

llevados a cabo por el REB.

Receptores de progesterona

Ademads de los efectos conocidos del E2 sobre la tumorogénesis de colon, también
debemos considerar a P4 como otro de los esteroides ovaricos implicados en esta
enfermedad. Hay algunos trabajos que reportan la ausencia de la expresion de los RP4 en
tumores de colon y ningln efecto de las progestinas sobre la carcinogénesis en modelos
animales (Heijmans 2011). Sin embargo, otros trabajos detectan la implicancia de P4, donde
la expresion de los RP4 aumenta en orden de colon normal-adenoma-adenocarcinoma,
demostrando un rol de los receptores en esta enfermedad (Qasim 2011). Hay algunos
trabajos que proponen a los progestagenos como agentes quimiopreventores sobre el
cancer de colon, como es el caso del acetato de medroxiprogesterona (Tanaka 2008), pero
poco se sabe sobre el rol de la P4 natural, ya que dichos trabajos han utilizado derivados
sintéticos de esta hormona. También se sabe que estos pueden provocar efectos diferentes
a los causados por la P4 natural. Es por ello que hay tanta controversia en la bibliografia, lo

que dificulta la comparacion de resultados debido a que diferentes progestinas pueden
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asociarse a distintos tipos de estrégenos y a diferentes regimenes de administracién
(Campagnoli 2005). Los efectos celulares de P4 en colonocitos han sido minimamente
estudiados, y la relacién entre P4 y los RE aun no esta dilucidada (Barzi 2013).

Por lo antedicho, se cree necesario poder aportar resultados que permitan esclarecer
el rol de los esteroides ovdricos en esta enfermedad, principalmente de P4 natural sobre el
desarrollo del cancer de colon, y cdmo E2 influencia sus efectos, a través de la regulaciéon

de los receptores hormonales.
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CAPITULO Il

CANCER DE MAMA

Epidemiologia

El cdncer de mama es el mas comun entre las mujeres en todo el mundo, representa el
16 % de todos los canceres femeninos. Se estima que en 2004 murieron 519.000 mujeres
por cancer de mama y, aunque este cancer esta considerado como una enfermedad del
mundo desarrollado, el 69 % de las defunciones se registran en los paises en desarrollo. En
la Argentina, el cdncer de mayor incidencia en mujeres es el de mama, con una tasa de 71
casos por cada 100.000 mujeres (SIVER/INC en base a los datos de Globocan 2012.

Argentina, 2016, figura IIl.1).
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Figura lll.1: Incidencia y mortalidad por principales sitios tumorales en
mujeres de Argentina. Tasas ajustadas por edad por cien mil habitantes segin

poblacion estandar internacional. Fuente: SIVER/INC en base a los datos de

Globocan 2012. Argentina, 2016.
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Se calcula que hay 18.700 casos nuevos por afo (18 % del total y 36 % del total de
canceres en mujeres). Con respecto a la mortalidad por cdncer de mama en la Argentina,
ha disminuido de forma sostenida y estadisticamente significativa, a un ritmo de 0,8 % anual
en el periodo 2000-2011 y 2.1 % anual entre 2012 y 2014. En el aifio 2014 |a tasa provincial
de mortalidad por cdncer de mama en Mendoza fue la segunda mds alta a nivel pais (22 por
cada 100.000 mujeres). A nivel nacional la tasa de mortalidad bruta fue de 25,95 y la

estandarizada por edad segun poblacion mundial de 17,76 por cada 100.000 mujeres.

Clasificacion de tumores de mama

La Organizacién Mundial de la Salud clasifica al cancer de mama segun su lugar de
origen, cardcter y patrdon estructural. Esta enfermedad puede originarse en diferentes
partes de la mama. Los tumores de origen epitelial son los mas comunes, dentro de los
cuales se los puede clasificar en ductales (la enfermedad se desarrolla en los conductos que
llevan la leche hacia el pezén, son la mayoria de los casos) o lobulillares (se originan en las
glandulas que producen leche y son menos comunes). En algunos casos, un solo tumor de
mama puede ser una combinacién de diferentes tipos o ser una mezcla de in situ y cancer
invasivo. Dentro de los tipos invasores hay una gran clasificacion de los mismos, siendo los
carcinomas ductales los mas comunes, seguidos por los lobulillares, mucinosos, medulares,
papilares y tubulares, entre otros. El grado histoldgico de cada tumor (alto, intermedio o
bajo) es un factor importante para determinar el prondstico. Se valora la apariencia general
del tumor (formacién tubular), las areas de mayor atipia (pleomorfismo nuclear) y las dreas

con mayor actividad mitética (indice mitético).
Marcadores tumorales

Un paso importante en la evaluacién de un cancer de mama es analizar el tumor
extirpado durante la biopsia (o cirugia) para ver el estado de los siguientes marcadores:

receptores de estrégenos, receptores de progesterona y receptor HER2/neu. En base a los

resultados, el cancer de mama puede clasificarse como uno de los tipos siguientes:

e Receptor hormonal positivo.
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e HER2/neu positivo.
e Triple negativo (RE, RP, y Her2/neu negativos).

El estado de RE, RP y HER2/neu es importante para determinar el prondstico y

predecir la respuesta a la terapia endocrina y dirigida a HER2.

Ademds, las pruebas de ploidia pueden ayudar a determinar el pronéstico, pero estas
pruebas pocas veces cambian el tratamiento y son consideradas como opcionales. Por lo
general, no son recomendadas como parte de la evaluacidn rutinaria. La tasa de divisidén de
células cancerosas también se puede calcular mediante una prueba Ki67. Si la fraccién de
células de fase S o el indice de marcador Ki67 es alto, significa que las células cancerosas se

estdn dividiendo mas rapidamente, lo que indica que es un tipo de cancer mas agresivo.

Con respecto a la apoptosis, se sabe que representa no solo un blanco vital en la
terapia del cdncer, sino también un biomarcador de suma importancia que hasta el
momento ha sido ampliamente inexplotado (Spiliotaki et al. 2014; Kadam & Abhang 2016).
En esta tesis se han analizado los mismos marcadores que se analizaron para cancer de

colon, y que han sido descriptos en el capitulo anterior.

Modelos de carcinogénesis de mama en animales

La rata es un organismo modelo bien establecido para estudiar la etiologia,
prevencion y tratamiento del cancer de mama. Hay diversos métodos para el desarrollo
tumoral, tales como modelos animales con alteraciones genéticas que producen tumores
espontaneos, modelos con transplantes celulares y tratamientos con carcindégenos
quimicos. Dentro de estos ultimos, en la década de 1960 se reconocié al 7,12-
Dimetilbenz[a]antraceno (DMBA) de ser capaz de inducir cdncer de mama en ratas
(Huggings et al. 1961). Desde alli que ha sido ampliamente utilizado como carcinégeno
mamario, y es un modelo establecido en nuestro laboratorio (Lépez-Fontana et al. 2013;
Sasso et al. 2014; Fontana et al. 2017). Los carcinomas mamarios producidos por DMBA
muestran caracteristicas similares al adenocarcinoma de la mama humana, tales como

progresion histoldgica y dependencia de hormonas ovaricas (Sharma et al. 2011). Una vez
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ingerido, el DMBA es oxidado por enzimas del complejo P450, produciendo metabolitos que
forman aductos covalentes con el ADN, los cuales llevan a mutaciones que pueden conducir

al cancer.

Participacion de los esteroides ovaricos

Actualmente se considera critico poder dilucidar el rol de los esteroides ovaricos en
la carcinogénesis mamaria, para un cuidado preventivo en mujeres; como asi también para
el entendimiento de la patofisiologia de esta enfermedad. Ya estd ampliamente
demostrado que una exposicion aumentada a E2 durante la vida de una mujer aumenta su
riesgo de padecer cancer de mama. Mientras que el rol de P4 en la tumorogénesis inducida
por carcindgenos no se ha estudiado tan extensamente como el rol de E2. La importancia
de P4 en el desarrollo tumoral mamario utilizando roedores ovariectomizados no esta claro.
Como sucede con E2, la divergencia obtenida en los resultados puede ser debida tanto a la
forma de administracién y las concentraciones de suero obtenidos con diferentes métodos
(Stires et al. 2016). Muchos estudios proponen a P4 como proliferativa en la glandula
mamaria normal, sin embargo, su rol en el cdncer mamario en controversial. La Women’s
Health Initiative mostrd que el tratamiento de mujeres con estrégenos equinos y acetato
de medroxiprogesterona actlan de manera sinérgica para promover el cdncer mamario
comparado con estrégenos solos, conduciendo a la hipdtesis que los progestagenos
incrementan el riesgo de cdncer de mama. Estudios subsecuentes se enfocaron en el tiempo
de administracién y en los efectos de diferentes tipos de progestagenos, indicando que
ciertas progestinas pueden incrementar el riesgo de cancer, pero P4 natural no (Fournier
2005; Lee et al. 2016). Estos estudios epidemioldgicos han aumentado la complejidad del

rol de P4 en cancer mamario y la necesidad de dilucidar las interacciones entre E2 y P4.

Los efectos de E2 y P4 en lineas celulares de cancer de mama ya han sido ampliamente
estudiados. Se ha descripto que P4 tiene efectos bifasicos en la proliferacidn celular, ya que
las células cultivadas con P4 sufren un aumento abrupto en su proliferacion, por un
incremento de las ciclinas de las fases G1/S y G2. Luego de 48 horas se observa un periodo

de inhibicion del crecimiento celular, con un aumento de p27 y un arresto del ciclo en G1/S.
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Por lo tanto, la respuesta de las lineas celulares de cancer de mama a P4 es tanto
proliferativa como inhibitoria, en claro contraste con los efectos claramente mitogénicos ya
descriptos para E2 en las mismas lineas celulares (Lange & Yee 2008). Por esta razén se ha
descripto que P4 actua primariamente como un agente acelerador del crecimiento,
dependiendo del contexto celular, donde podria sensibilizar a las células a la accién de otros

factores de crecimiento y citoquinas.

Receptores de estrégenos

Los estrégenos son esenciales para el crecimiento y desarrollo de las glandulas
mamarias y han sido asociados con la promocién y el crecimiento del cancer de mama. Por
ejemplo, la exposicion extendida a estrégenos durante la vida de las mujeres, ya sea por
una menarca temprana, menopausia tardia o nuliparidad, se asocia con un mayor riesgo. El
uso de la terapia de reemplazo hormonal también aumenta el riesgo de padecer esta
enfermedad. La mayoria de los canceres mamarios humanos son inicialmente dependientes
de estrogenos y regresionan cuando son deprivados de dicha hormona. La presencia de
cantidades significativas de REa al momento del diagndstico es tomado como indicativo de
hormonodependencia (Huang et al. 2005). Se ha descripto que su sobreexpresion conduce
a la sobreproliferacién y tumorigénesis en la glandula mamaria (Frech 2005). Es por ello que
el tratamiento con antagonistas del REa como el tamoxifeno, es parte de la primera linea
para la terapia adyuvante. Claramente, son necesarios factores adicionales
complementarios para definir la terapia precisa para los pacientes y para derivar en
estrategias terapéuticas novedosas. Uno de ellos podria ser el REB que deberia ser
explorado por su valor potencialmente predictivo (Haldosén 2014). A diferencia de la
isoforma a, los niveles de expresién del REB se ven disminuidos en los tumores mamarios
(Zhao 2003; Girault 2004; Gruvberger-Saal 2007; Honma 2008). Altos niveles de expresién
de este receptor se han asociado con una mejor respuesta a tamoxifeno y un mayor tiempo
de supervivencia (Honma 2008). Este efecto puede deberse a la inhibicién de la

proliferacion llevada a cabo por el REB, a través de una disminucién en las ciclinas Ay Dy
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un aumento en los inhibidores p21 y p27, involucrados en la regulacién del ciclo celular.
Ademas, la sobreexpresién del REP previene la formacién tumoral en modelos animales
(Paruthiyil 2004). También se ha descripto que el REP puede contrarrestar los efectos del

REa en la glandula mamaria.

Receptores de progesterona

Entender la accion de los RP4 en el cdncer de mama es de gran significancia clinica.
Esto es evidenciado por ensayos clinicos de gran escala que se han conducido hace mas de
diez afios y que han demostrado que las acciones de los RP4 aumentan el crecimiento del
cancer mamario. En dos ensayos independientes en mujeres bajo terapia de reemplazo
hormonal, con regimenes de estrogenos y P4 sintética (acetato de medroxiprogesterona,
noretisterona o norgestrel/levonorgestrel), presentaron un mayor riesgo de desarrollar
cancer de mama que las mujeres cuyos regimenes incluyeron solamente estrégenos y no
progestinas (Collaborators 2003; Chlebowski et al. 2010). Los resultados de estos estudios
permanecen todavia controversiales por varias razones, incluyendo el hecho de que las
participantes ya estaban adentradas en la menopausia cuando comenzaron con la terapia
de reemplazo hormonal. Ademads, aunque las progestinas sintéticas tratan de imitar las
acciones de la P4 natural, producen alteraciones por su interaccidon con otros receptores
tales como el de andrégenos o glucocorticoides, exhiben diferentes tiempos de vida media
y son metabolizados de manera diferente a la P4 natural. Por lo tanto, pueden estar
asociados con diferentes riesgos de cancer mamario relativos a su contraparte natural.
(Fournier et al. 2005; Lyytinen et al. 2009). Se ha reportado que P4 natural no aumenta el
riesgo de cancer mamario cuando es utilizada en terapia de reemplazo hormonal (Fournier
2008). Ademas, las dosis continuas de progestinas como parte de la terapia de reemplazo
hormonal puede fallar en mimetizar la exposicidn ciclica del ligando natural in vivo. Sin
embargo, tomando toda esta informacion, estos estudios son puntos de referencia que
implican a los RP4 en el desarrollo y progresion del cdncer mamario, un descubrimiento que
ha sido confirmado en estudios animales (Lanari et al. 2009; Lanari & Molinolo 2002). La

evidencia clinica y pre-clinica sugiere que las progestinas incrementan el riesgo de cancer
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de mama en parte por el aumento en la proliferacion de lesiones tempranas. Pero hay varios
factores que pueden generar confusiones y discrepancias en los estudios de las acciones de
los RP4 en este tipo de cancer: las acciones especificas de las isoformas A o B que pueden
superponerse y provocar efectos dispares. Estas isoformas son generalmente co-
expresadas en el mismo tejido, en una relacién 1:1. Sin embargo, en lesiones preneoplasicas
y en muestras de pacientes con cdncer, esta relacion se altera, frecuentemente por la
pérdida de la isoforma B. Otro de los factores a tener en cuenta es que las acciones de los
RP4 son diferentes si se trata de tejido normal o neoplasico, la falta de la diferenciacién en
la clinica de ambas isoformas, acciones independientes de ligando, el tipo de tratamiento
hormonal (continuo o ciclico), fuente de la hormona (sintética o P4 natural) y diferenciacién
entre las acciones de los RP4 dependientes e independientes de los RE. Adema3s, a pesar de
la respuesta proliferativa dependiente de progestinas en modelos murinos, reportes
previos mostraron efectos antiproliferativos o no-proliferativos de P4 en células humanas.
Por ello la funcion de los RP4 es altamente dependiente del contexto molecular, y poder
identificar modificadores de su accién es de importancia critica para el avance del

tratamiento del cancer de mama (Hagan & Lange 2014).

Regulacion cruzada entre receptores esteroidales

Un paradigma emergente en la bioquimica de receptores esteroidales es la regulacion
cruzada entre los diferentes tipos de receptores, lo que les permite modular la sefializacion
y las respuestas transcripcionales a sus correspondientes ligandos. Estudios recientes han
demostrado que los receptores esteroidales (entre ellos RP4 y RE) participan en complejos
unos con otros a un grado mucho mayor que el que se pensaba (Daniel et al. 2015;
Giulianelli et al. 2012). Esta regulacién cruzada es critica para comprender la biologia del
cancer mamario, ya que los RP4 y RE son capaces de modular sus actividades entre si, lo
cual posee implicancia en la respuesta de la terapia endocrina. Estudios recientes
demuestran que RE y RP4-B forman un complejo con un coactivador PELP1, tanto en
muestras tumorales como en lineas celulares. Esta interaccién provoca la fosforilacién de

los RE, incrementa la proliferacion celular y disminuye la sensibilidad al tratamiento con
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tamoxifeno (Daniel 2015). En estudios similares, los complejos entre los RE y RP4 muestran
una actividad transcripcional aumentada y una respuesta proliferativa ante las progestinas
(Giulianelli 2012). Por ultimo, estos estudios han demostrado que las células de cancer
mamario que poseen tanto RE como RP4-B pueden de hecho ser mas sensibles al
tratamiento hormonal. Quizas en ciertos casos de resistencia endocrina, los receptores
esteroidales pueden sustituirse entre ellos o utilizar ligandos alternativos para llevar a cabo
programas genéticos proliferativos y escapar de la inhibicion de un tipo particular de

receptor.

Por todo lo antedicho, es necesario poder esclarecer el rol de la P4 natural en cancer
de mama, ya que los resultados publicados hasta este momento aln son controversiales en
esta enfermedad. Y ademas es importante poder describir cdmo sus acciones son

moduladas por E2.
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CAPITULO IV

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

La accidn individual y conjunta de 17B-estradiol y progesterona altera la progresién tumoral

in vivo en modelos animales de menopausia de cancer de mama y colon.

Objetivos
Objetivo general

Entender los mecanismos responsables de la proteccién hormonal ejercida por los
esteroides ovaricos sobre el cancer de colon y su regulacién diferencial con el cancer

mamario.

Objetivos especificos

1. Determinar la regulacién hormonal que ejercen los esteroides ovaricos sobre la
proliferaciéon y la apoptosis en un modelo experimental de cdncer de colon en ratas

ovariectomizadas y tratadas con 17 B-estradiol y progesterona.

2. Determinar la regulacién hormonal que ejercen los esteroides ovdricos sobre la
proliferacion y la apoptosis en un modelo experimental de cancer de mama en ratas

ovariectomizadas y tratadas con 17-B-estradiol y progesterona.

3. Comparar la regulacién ejercida por los esteroides ovdricos sobre la carcinogénesis

mamaria y de colon.

4. Estudiar los efectos que ejercen los esteroides ovaricos sobre la proliferacion y la
apoptosis en lineas celulares tumorales de colon tratadas con 17-B-estradiol y

progesterona.
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CAPITULO V

MATERIALES Y METODOS

Modelo animal de cancer de colon

Se utilizaron ratas hembras Sprague Dawley del bioterio de IMBECU, mantenidas en ciclos
de luz (06:00 a 20:00 horas) y temperatura controladas (22-24 °C). Se las alimentd con
comida para ratas (GEPSA, Cérdoba, Argentina) y agua potable ad libitum. A los 45 dias de
edad fueron tratadas con el carcindgeno 1,2-dimetilhidracina (DMH (Sigma) 21 mg/kg) (dia
0 de experimento), tal como describié anteriormente (Druckrey, 1970) y como se realizd
previamente en nuestro laboratorio (Troncoso et al. 2011): inyecciones s.c., 20 dosis, una
por semana. En el dia 30 fueron ovariectomizadas (OVX) o sometidas a operacion simulada
de ovariectomia (SHAM, N=10). La extirpacion quirurgica de los ovarios se realizé6 mediante
una incisién dorso lateral, anestesiando a los animales con una mezcla de Ketamina (45
mg/ml) y Xylazina (10 mg/ml). A partir del dia 37 fueron inyectadas s.c. dos veces a la
semana con estradiol (E2, 60 ug/kg, N=13), progesterona (P4, 10 mg/kg, N=14), E2 y P4
(E2+P4 60 pg/kg y 10 mg/kg respectivamente, N=13) o vehiculo (V, aceite vegetal, N=10)

hasta el momento de su sacrificio.

Reemplazo hormonal
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Los animales fueron ciclados, en el caso del grupo SHAM para controlar que tuvieran ciclos

normales, y en el caso de los tratados, para evaluar la efectividad del tratamiento. Para ello
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se tomd una muestra vaginal que se diluyd con agua y se observé al microscopio 6ptico a
un aumento de 400 x. Las ratas fueron observadas diariamente y su peso corporal fue
monitoreado una vez por semana para evaluar su evolucién durante la induccién tumoral.
Las ratas se sacrificaron por decapitacion al presentar diarrea o pérdida de peso. Las ratas
gue no presentaron sintomas fueron sacrificadas a los 270 dias de tratamiento. El tejido del
colon se cortd longitudinalmente para exponer la parte interna o lumen donde se
localizaron los tumores. Se contd el nimero de tumores por rata, el tamafo y caracteristicas
de cada unoy se procedio a recolectar muestras de sangre, tumores y tejidos circundantes.
Una porcion de tumor se fijé en formol al 10 % para luego ser deshidratado y montado en
parafina, y otra porcién se congeld en nitrégeno liquido y se mantuvo a -80 °C para su
posterior estudio. También se extirparon los Uteros, donde se determind su peso y se
expresd en gramos por cada 100 gramos de peso corporal del animal. La incidencia fue
calculada como el porcentaje de ratas que presentaron tumores dentro del periodo
estudiado. Para calcular el porcentaje de supervivencia libre de tumor se graficé el dia de
sacrificio de los animales y se lo expresé como porcentaje de supervivencia. Para calcular el
nimero de tumores por rata se procedid a contabilizar los tumores presentes en cada
animal al momento del sacrificio segun los diferentes tratamientos. Los tumores fueron
medidos con calibre para medir el diametro mayor (DM) y menor (dm) y calcular el volumen
tumoral (VT=dm?xDM/2). El peso tumoral se expresé en gramos y en porcentaje de la
relacion peso tumoral sobre peso corporal de la rata. La densidad tumoral se calculé como
la relacion entre el peso tumoral y el volumen tumoral/1000. El indice mitético se calculé
como cantidad de figuras mitdticas presentes en diez campos analizados por microscopia a
400 x. El indice apoptoético fue calculado como cantidad de figuras apoptoticas presentes
en diez campos analizados por microscopia a 400 x. La relacién entre el indice mitético y
apoptotico (M/A) calculd dividiendo el indice mitético sobre el apoptoético de cada tumor.

El mantenimiento y manejo de los animales se realizé de acuerdo a la guia NIH para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (publicacion NIH N8 86-23, revisado 1985 y
1991), los requisitos del Reino Unido para la ética de la experimentacion animal (ley de

procedimientos cientifica con animales 1986). El protocolo de manejo de animales con el
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que se desarrolld esta tesis fue aprobado por el comité de institucional para el cuidado y
uso de animales de laboratorio de la Universidad Nacional de Cuyo (CICUAL), nota nimero

0011463/2011.

Modelo animal de cancer de mama

Se utilizaron ratas hembras Sprague Dawley del bioterio de IMBECU, mantenidas en ciclos
de luz (06:00 a 20:00 horas) y temperatura controladas (22-24 °C). Se las alimentd con
comida para ratas (GEPSA, Cérdoba, Argentina) y agua potable ad libitum. A los 55 dias de
edad se les administré el carcinégeno 7,12-Dimetilbenz[a]antraceno (DMBA (Sigma) 15
mg/rata) (dia 0) tal como ha sido llevado a cabo en nuestro laboratorio anteriormente
(Lopez-Fontana et al. 2013; Sasso et al. 2014; Fontana et al. 2017): por sonda intragdstrica
conectada a jeringa de 3 ml y en el dia 30 fueron ovariectomizadas (OVX) o sometidas a
operacion simulada de ovariectomia (SHAM, N=13). La extirpacién quirurgica de los ovarios
se realizé6 mediante una incisidn dorso lateral, anestesiando a los animales con una mezcla
de Ketamina (45 mg/ml) y Xylazina (10 mg/ml). A partir del dia 37 las ratas OVX fueron
inyectadas subcutaneamente dos veces a la semana con estradiol (E2, 60 pg/kg, N=10),
progesterona (P4, 10 mg/kg, N=9), E2 y P4 (E2+P4, a las mismas dosis, N=8) o vehiculo (V,

aceite vegetal, N=9) hasta el momento de su sacrificio.

Reemplazo hormonal
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Los animales fueron ciclados, en el caso del grupo SHAM para controlar que tuvieran ciclos
normales, y en el caso de los tratados, para evaluar la efectividad del tratamiento. Para ello
se tomd una muestra vaginal que se diluyd con agua y se observd al microscopio éptico a

un aumento de 400 x. Ademas, los animales fueron pesados y observados semanalmente
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hasta la aparicion de tumores palpables de mama. Las ratas que desarrollaron tumores
fueron sacrificadas cuando los tumores alcanzaron un volumen superior a 1000 mm?3 y el
resto fue sacrificado a los 240 dias de experimento, por decapitacion. Se contd el nimero
de tumores por rata, el tamafio y caracteristicas de cada uno y se procedid a recolectar
muestras de sangre, tumores y tejidos circundantes. Una porcién de tumor se fijé en formol
al 10 % para luego ser deshidratado y montado en parafina, y otra porcién se congeld en
nitrégeno liquido y se mantuvo a -80 °C para su posterior estudio. También se extirparon
las glandulas mamarias y los Uteros, donde estos uUltimos se pesaron y se expresd su peso
en gramos por cada 100 gramos de peso corporal del animal. La incidencia fue calculada
como el porcentaje de ratas que presentaron tumores dentro del periodo estudiado. La
latencia fue considerada como el tiempo transcurrido desde la administracién del DMBA
hasta la aparicidén del primer tumor mamario. Para calcular el porcentaje de supervivencia
libre de tumor se grafico el dia de sacrificio de los animales y se lo expresé como porcentaje
de supervivencia. Para calcular el nimero de tumores por rata se procedié a contabilizar
los tumores presentes en cada animal al momento del sacrificio segin los diferentes
tratamientos. Los tumores fueron medidos con calibre para medir el didametro mayor (DM)
y menor (dm) y calcular el volumen tumoral (VT=dm?xDM/2). El peso tumoral se expresé
en gramos y en porcentaje de la relacién peso tumoral sobre peso corporal de la rata. La
densidad tumoral se calculé6 como la relacion entre el peso tumoral y el volumen
tumoral/1000. La velocidad de crecimiento tumoral se expresé en mm?3/diay fue calculada
a partir de la relacién entre el volumen tumoral y la diferencia en dias desde la deteccién
del tumor y el sacrificio del animal. El indice mitético se calculé como cantidad de figuras
mitodticas presentes en diez campos analizados por microscopia a 400 x. El indice apoptotico
fue calculado como cantidad de figuras apoptdticas presentes en diez campos analizados
por microscopia a 400 x. La relacion entre el indice mitdtico y apoptético (M/A) calculd
dividiendo el indice mitético sobre el apoptdtico de cada tumor.

El mantenimiento y manejo de los animales se realizé de acuerdo a la guia NIH para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (publicacion NIH N8 86-23, revisado 1985 y

1991), los requisitos del Reino Unido para la ética de la experimentacion animal (ley de
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procedimientos cientifica con animales 1986). El protocolo de manejo de animales con el
gue se desarrolld esta tesis fue aprobado por el comité de institucional para el cuidado y
uso de animales de laboratorio de la Universidad Nacional de Cuyo (CICUAL), nota nimero

0011463/2011.

Determinacion de concentracion hormonal

Las ratas sometidas a los tratamientos hormonales fueron sacrificadas el dia que debian
recibir la dosis hormonal, mientras que las no tratadas fueron sacrificadas en diestro. Se
eligi6 esta fase del ciclo estral ya que los niveles hormonales se encuentran en
concentraciones basales. Al momento del sacrificio de las ratas se recolectd la sangre
troncal, el suero se separé por centrifugacidon y se almacend a -20 °C hasta su uso. Se
utilizaron los kits Coat-A-Count® de Siemens para medir los niveles séricos de estradiol y

progesterona, segun instrucciones del fabricante.

Analisis histoldégico

Al momento del sacrificio de las ratas se extirparon los tejidos normales y tumores de colon
0 mama, los cuales fueron fijados en formol al 10 % durante 24 horas, deshidratados en
soluciones de etanol, aclarados con xilol e incluidos en parafina. La realizacién de los cortes
histoldgicos se llevd a cabo con un micrétomo Carl Zeiss HYRAX M 25 Rotary 56 en el Servicio
de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario de la Universidad Nacional de Cuyo, en el
marco de una pasantia para aprendizaje y perfeccionamiento. Se realizaron cortes de entre
3-5 um, los cuales fueron tefiidos con hematoxilina y eosina para su posterior observacion
al microscopio 6ptico. Se realizé un analisis histopatoldgico de los tumores bajo la
supervision de la Médica Patéloga Silvana Semino. Se definieron el tipo y grado tumoral, el
grado de inflamacidn, fibrosis, necrosis y se determinaron los indices mitdético y apoptético
mediante el recuento (400 x, 10 campos) de figuras apoptodticas y figuras mitéticas en zonas
de tejido epitelial. Se tomaron imagenes de los tumores con un microscopio Nikon Eclipse
E200 (Nikon Corp., Japdn) equipado con una camara digital micrometrics SE Alta Calidad

(Accu-Scope, Commak, NY 11725).
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Inmunohistoquimica

Se cortaron secciones seriadas de 3-5 um y se montaron en portaobjetos recubiertos con
3-aminopropiltrietoxisilano (Sigma-Aldrich). Para desenmascarar a los antigenos se utilizé
un protocolo de recuperacion de antigenos con calor (40 minutos en buffer citrato 0,01 M,
pH 6), tal como ha sido llevado a cabo en nuestro laboratorio (Lépez-Fontana et al. 2013;
Arbocco et al. 2016). Luego de realizar dos lavados con agua destilada, se procedié al
bloqueo de la peroxidasa enddgena por el tratamiento con azida sddica al 0,1 % por 30
minutos. Se realizé un lavado en autobuffer por 15 minutos y se bloqued con leche
descremada al 10 % por 30 minutos. Luego se lavaron las secciones de tejido y se incubaron
con el anticuerpo primario correspondiente (descriptos en la tabla V.I) diluido en buffer
0,02 M NaH2P0Q4, 0,15 M NaCl, 0,04 % azida sddicay 1 % BSA, pH 7,6; durante toda la noche
a 4 °C en camara humeda. Se utilizé el sistema de deteccidn VECTASTAIN® Elite ABC-
Peroxidasa de Vector Laboratories, Inc, EE.UU en una dilucidn 1:400 y como sustrato de la
peroxidasa ImmPACT™ DAB, Vector Laboratories, Inc, EE.UU en una dilucién 1:50. Los cortes
fueron contratefiidos con hematoxilina para revelar los nucleos. Las imdgenes fueron
tomadas con un microscopio Nikon Eclipse E200 (Nikon Corp., Japdn) equipado con una
camara digital micrometrics SE Alta Calidad (Accu-Scope, Commak, NY 11725) bajo

aumentos 100 x y 400 x.

Anticuerpo N° de catalogo Fabricante Dilucién
Bax ab32503 Abcam 1:700
Bcl-2 sc-7382 Santa Cruz 1:50
Caspasa 3 ab4051 Abcam 1:400
Ki67 ab15580 Abcam 1:500
PARP ab32138 Abcam 1:250
PCNA MO0879 Dako 1:600
REa ab32063 Abcam 1:200
REB ab3577 Abcam 1:750
RP4 sc-539 Santa Cruz 1:100




Capitulo V - Materiales y Métodos

Tabla V.I. Anticuerpos primarios utilizados en inmunohistoquimica. Se detalla la dilucion utilizada,

numero de catdlogo y el fabricante.

Aislamiento de proteinas

Al momento del sacrificio de las ratas se extirparon los tejidos normales y tumores de colon
0 mama, los cuales fueron congelados en nitrégeno liquido y almacenados a -80 °C hasta su
uso. Las proteinas totales se extrajeron por homogeneizacién en 2 volumenes de buffer de
lisis (Tris 50 mM, pH 7.5, sacarosa 250 mM, benzamidina 10 mM, NaF 10 mM, pirofosfato
de sodio 5 mM, glicerofosfato 20 mM, ortovanadato de sodio 1 mM, PMSF 1 mM, p-
nitrofenilfosfato 10 mM, y aprotinina, leupeptina, y pepstatina a 2 mg/L) en bafio de hielo,
utilizando un homogeneizador Ultraturrax (Arbocco et al. 2016). El homogeneizado se
centrifugd a 12.500 g durante 30 minutos, se separd el sobrenadante y se congelé en varias
alicuotas a -80 °C hasta su uso. Las proteinas se cuantificaron utilizando el método micro

BCA de Thermo Scientific, Pierce Biotechnology, EE.UU.

Electroforesis en gel y transferencia a membrana (SDS-PAGE y Western Blot)

Las muestras proteicas se hirvieron 5 minutos en buffer de siembra. Se sembraron 50 pg de
proteinas para los tumores de mama, y 80 ug de proteinas para los tumores de colon. Se
separaron mediante SDS-PAGE utilizando un voltaje constante de 110 V, y se
electrotransfirieron a membranas de PVDF (Immobilon-P de Merck Millipore) durante toda
la noche a 4°C con voltaje constante de 22 V. Luego de la transferencia se bloquearon con
seroalbimina bovina (Sigma) al 0,5 % por 30 minutos y se procedieron a incubar con los
anticuerpos primarios que figuran en la tabla V.l durante toda la noche a 4 °C en agitador
orbital. Al otro dia se realizaron cinco lavados con TBS-T y se incubaron con anticuerpos
secundarios acoplados a peroxidasa (PR), anti-ratdbn o anti-conejo (Santa Cruz
Biotechnology) segun correspondiera, por 1 hora y media a temperatura ambiente en
agitador orbital. Las membranas se lavaron y revelaron por quimioluminiscencia (Chemidoc

Imaging System de Bio-Rad), utilizando luminol y acido cumarico (Sigma). Las bandas se
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cuantificaron por densitometria con el programa ImageJ (NIH [http://rsb.info.nih.gov/ijl), y

los valores fueron normalizados con B-actina y B-tubulina.

Anticuerpo N° de catalogo Fabricante Dilucién
Bax ab32503 Abcam 1:1000

Bcl-2 sc-7382 Santa Cruz 1:500

Caspasa 3 ab4051 Abcam 1:500
Caspasa 8 ab25901 Abcam 1;1000
Caspasa 9 clivada #9507 Cell Signaling 1:1000
PARP clivado ab32064 Abcam 1:2000
REa ab32063 Abcam 1:2500

REB ab3577 Abcam 1:3000

RP4 sc-539 Santa Cruz 1:200
B-actina sc-47778 Santa Cruz 1:3000
B-tubulina ab52623 Abcam 1:10000
Anti-conejo-PR sc-2004 Santa Cruz 1:2000
Anti-raton-PR sc-2005 Santa Cruz 1:2000

Tabla V.II. Anticuerpos utilizados en Western Blot. Se detalla la dilucién utilizada, nimero de

catdlogo y el fabricante.

Cultivos celulares

Se utilizaron las lineas celulares tumorales humanas de colon HCT116 y SW480, las cuales
fueron cultivadas en DMEM/F12 (Sigma) sin rojo fenol con 10 % de suero fetal bovino
charcolizado, 1/0,1 % penicilina/estreptomicina en estufa a 37 °C, en atmdsfera saturada
en vapor de agua y con 5 % de CO,.

Tratamientos hormonales: las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de P4

(107a 10 M) y/o E2 (107 a 10t M) por 24, 48 y 72 horas.

Ensayos de viabilidad/proliferacion: A) Para el ensayo con azul Tripan se cultivaron 50.000

células en placas de 12 pocillos, las cuales fueron tratadas con las diferentes

concentraciones hormonales. Al finalizar el experimento, se utilizd una disolucion 1:1 con
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10 pl del cultivo y azul de tripan, y se contd con la cdmara de Neubauer para determinar el
numero de células viables expresadas por mililitro. B) Para el ensayo reduccién metabdlica
del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) a formazan, las células
se cultivaron en placa de 96 pocillos donde fueron sometidas a los diferentes tratamientos.
Luego se les colocd 50 pl de MTT y se las incubé 4 horas a 37 °C. Finalizada esta incubacién
se elimind el sobrenadante, se les afiadié 100 ul de isopropanol y se leyd la densidad dptica

(DO) en un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 540 nm.

Analisis Estadistico

Los datos se analizaron con ANOVA | mediante el programa GraphPad Prism, versién 5.03
(GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA-USA) con posterior andlisis de Neuman-Keuls para las
variables parameétricas, y el test de Kruskal Wallis y Dunn’s para las no paramétricas. Los
porcentajes de incidencia se analizaron por el test de Fisher. Para ciertos resultados

puntuales se utilizaron analisis mas especificos, los cuales se describen en los resultados.
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CAPITULO VI

RESULTADOS DEL OBJETIVO ESPECIFICO N°1

Objetivo especifico N°1: Determinar la regulacién hormonal que ejercen los esteroides
ovaricos sobre la proliferacidn y la apoptosis en un modelo experimental de cancer de colon

en ratas ovariectomizadas y tratadas con 17 B-estradiol y progesterona.

RESULTADOS

Las dosis administradas de 17-B-estradiol y progesterona correspondientes a la terapia
de reemplazo hormonal se encuentran dentro de los valores fisiologicos

Para estudiar la regulacidén que ejercen los esteroides ovaricos sobre la tumorogénesis
de colon en un modelo de menopausia y terapia de reemplazo hormonal, se utilizaron ratas
Sprague Dawley de 45 dias de edad, las cuales en el dia 0 de experimento fueron tratadas
con el carcinégeno 1,2-dimetilhidracina (DMH (Sigma) 21 mg/kg, inyecciones s.c., 20 dosis,
una por semana). En el dia 30 fueron ovariectomizadas (OVX) o sometidas a operacién
simulada de ovariectomia (SHAM, N=10). A partir del dia 37 fueron inyectadas s.c. dos veces
a la semana con estradiol (E2, 60 pg/kg, N=13), progesterona (P4, 10 mg/kg, N=14), E2 y P4
(E2+P4 60 pg/kg y 10 mg/kg respectivamente, N=13) o vehiculo (V, aceite vegetal, N=10)
hasta el momento de su sacrificio. Las ratas fueron observadas diariamente y su peso
corporal fue monitoreado una vez por semana para evaluar su evolucidon durante la
induccion tumoral. Las ratas se sacrificaron por decapitacién al presentar diarrea o pérdida
de pesoy las que no presentaron sintomas fueron sacrificadas a los 270 dias de tratamiento.
Finalizado el experimento se procedié a medir la concentracidon de dichas hormonas en
suero por radioinmunoensayo. En el caso del grupo SHAM, los animales fueron sacrificados
en diestro, ya que los niveles hormonales se encuentran en concentraciones basales en este
dia del ciclo estral. En cambio, en los diferentes tratamientos al no producirse el ciclo
hormonal, los animales fueron sacrificados el dia que debian recibir la dosis de la hormona

correspondiente. Los resultados de estos tratamientos se muestran en las figuras VI.1y VI.2.
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Figura VI.1. Niveles de E2 en suero de ratas ovariectomizadas y tratadas con los diferentes
tratamientos hormonales. Finalizado el experimento, las ratas se sacrificaron por decapitacion
y se recolecté la sangre troncal para aislar el suero. Los niveles de E2 fueron medidos por
radioinmunoensayo con el kit Coat-A-Count® de Siemens. * p<0.05 con respecto a E2 y E2+P4;
**p<0.01 con respecto a los demas grupos. Los datos fueron analizados por ANOVA | con

posterior andlisis de Neuman-Keuls.

Se pudo observar que los grupos E2 y E2+P4 alcanzaron los valores mas altos con
respecto al resto de los grupos (p<0.01), con un promedio cercano a los 50 pg/ml. Este valor
esta dentro de los rangos fisiolégicos normales encontrados en el ciclo estral de las ratas
Sprague Dawley, que han sido descriptos para las distintas etapas del ciclo (Williamsy Lipner
1982): diestro 1: 10-13 pg/ml; diestro 2: 15-17 pg/ml, proestro: 50 pg/ml y estro 10 pg/ml.
En cambio, en los grupos tratados con V y P4 se observaron los niveles mas bajos de esta
hormona, siendo significativamente menores que el resto de los grupos tratados (p<0.05 y
p<0.01). Con respecto al grupo control SHAM, los valores de E2 fueron significativamente
menores que los grupos tratados con E2 y E2+P4 (p<0.05) y similares a los grupos V y P4.

Por otro lado, con respecto a los niveles de P4 los resultados se muestran en la figura

VI.2.
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Figura VI.2 Niveles de P4 en suero de ratas ovariectomizadas y tratadas con los diferentes
tratamientos hormonales. Finalizado el experimento, las ratas se sacrificaron por decapitacién
y se recolectd la sangre troncal para aislar el suero. Los niveles de P4 fueron medidos por
radioinmunoensayo con el kit Coat-A-Count® de Siemens. **p<0.01 y ***p<0.001 con respecto
a los demas grupos. #p<0.01 con respecto a P4 y E2+P4. Los datos fueron analizados por ANOVA

| con posterior andlisis de Neuman-Keuls.

Se observé que los valores de P4 en los grupos P4 y E2+P4 fueron significativamente
mayores que en el resto de los grupos, con un promedio de alrededor de 20 ng/ml (p<0.01
y p<0.001 respectivamente). Dicho valor esta dentro de los rangos fisioldgicos normales
encontrados en el ciclo estral de las ratas Sprague Dawley, que han sido descriptos para las
distintas etapas del ciclo (Williams y Lipner 1982): diestro 1: 20 ng/ml; diestro 2: 10 ng/ml;
proestro: 30 ng/ml y estro: 5 ng/ml. En cambio, en los grupos tratados con V y E2 se
observaron los niveles mas bajos de esta hormona, siendo significativamente menores que
el resto de los grupos tratados (p<0.01 y p<0.001). Con respecto al grupo control SHAM, los
valores de P4 fueron significativamente menores que los grupos tratados con P4 y E2+P4
(p<0.01) y similares a los grupos V y P4.

Ademads, también se analizé el peso de los Uteros con el fin de evaluar la actividad

biolégica de dicho tratamiento hormonal. Los resultados se muestran en la figura VI.3.
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Figura VI.3. Peso uterino de ratas ovariectomizadas y tratadas con los diferentes tratamientos
hormonales. El valor del peso del Utero se expresé en gramos por cada 100 gramos de peso
corporal. **¥*p<0.001 con respecto a los demas grupos. Los datos fueron analizados por ANOVA

| con posterior andlisis de Neuman-Keuls.

Se pudo observar que los Uteros provenientes de las ratas SHAM y de las tratadas con
E2 y E2+P4 fueron significativamente mas pesados que el resto de los grupos (p<0.001). No
se encontraron diferencias significativas entre los grupos E2, E2+P4 y SHAM, y tampoco
entre Vy P4.

Estos resultados muestran que las dosis administradas de las hormonas esteroidales
alcanzaron valores fisiolégicos, y que ademas tuvieron efecto bioldgico sobre sus érganos

blanco en el modelo experimental en ratas de cdncer de colon.

El tratamiento hormonal no influye en la incidencia tumoral de colon

Para estudiar el efecto que producen los esteroides ovaricos sobre el desarrollo de
tumores de colon, se procedid a analizar varios aspectos entre ellos la incidencia tumoral.
La incidencia se calculé como el porcentaje de ratas que presentaron tumores dentro del

periodo estudiado. Los resultados se muestran en la figura VI.4.
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Figura VI.4. Incidencia tumoral de colon en ratas administradas con DMH y con los diferentes
tratamientos hormonales. La incidencia se expresé como porcentaje de ratas que desarrollaron

o no tumores de colon. Los datos fueron analizados con el test de Fisher.

Los grupos de ratas que presentaron incidencia mads alta fueron los tratados con P4 y
V, con un porcentaje de 93% y 90% respectivamente. Luego le siguieron los grupos tratados
con E2 y E2+P4 con 85% cada uno y por ultimo el grupo SHAM con presencia de tumores en
el 80% de las ratas tratadas. Al realizar el andlisis estadistico, no se encontraron diferencias
significativas entre estos porcentajes, aunque se evidencia una tendencia a una disminucién

en la incidencia en los grupos donde estd presente el E2.

El tratamiento combinado de E2+P4 retardd el dia de sacrificio

Como los animales fueron sacrificados cuando aparecieron sintomas de la
enfermedad, y a fin de contar con alglin parametro relacionado con la latencia, se
compararon los dias de sacrificio de los animales para analizar si habia alguna diferencia

entre los grupos. Los resultados se muestran en la figura VI.5.
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Figura VI.5. Dia de sacrificio de las ratas segun los diferentes tratamientos hormonales. Para
sacrificar los animales, se tomd como parametro la aparicién de algln sintoma que diera cuenta
de la presencia tumoral, como diarrea o pérdida de peso. Para aquellos que no presentaron
sintomas, se tomd el dia 270 desde la administracién de DMH como final de experimento.
*p<0.05 entre los grupos indicados con la barra. Los datos fueron analizados por ANOVA | con

posterior analisis de Neuman-Keuls.

Se observé un promedio mayor del dia de sacrificio para el grupo E2+P4 con respecto
al grupo tratado sélo con P4 (p<0.05), lo que probablemente se relaciona a una mayor

latencia de aparicion de los tumores.

El tratamiento hormonal no afecta la sobrevida libre de tumor

Se calculé el porcentaje de sobrevida libre de tumores en las ratas, segun los

diferentes tratamientos. Los resultados se muestran en la figura VI.6.
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Figura VI.6. Porcentaje de supervivencia libre de tumor en las ratas tratadas con los diferentes
tratamientos hormonales. Se graficd el dia de sacrificio de los animales y se lo expresé como

porcentaje de supervivencia. Los datos se analizaron por el test de Mantel-Cox.

No se observaron diferencias entre los diferentes tratamientos en las curvas de

supervivencia.

El tratamiento hormonal no produce cambios en el nimero de tumores

Para evaluar el efecto de los esteroides ovaricos sobre el nimero de tumores de colon
desarrollados en el modelo experimental, se procedié a contabilizar los tumores presentes
en cada rata segun los diferentes tratamientos. Los promedios del nimero de tumores por

grupo se muestran en la figura VI.7.
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Figura VI.7. Numero de tumores de colon desarrollados por rata, segin los diferentes
tratamientos hormonales. Al finalizar el experimento se contabilizaron la cantidad de tumores
encontrados y se graficé el promedio obtenido para cada grupo experimental. Los datos fueron

analizados por ANOVA | con posterior andlisis de Neuman-Keuls.

No se observaron diferencias significativas entre la cantidad de tumores desarrollados
por rata entre los diferentes tratamientos, aunque si una tendencia de un mayor nimero
en el grupo V. Esto podria sugerir un débil efecto protector de los esteroides ovaricos sobre

el desarrollo tumoral de colon.
El volumen de los tumores es aumentado por el tratamiento con E2
Al momento del sacrificio de los animales, los tumores fueron medidos con un calibre

para obtener el didmetro mayor (DM) y menor (dm) y calcular el volumen tumoral

(VT=dm2xDM/2). Los resultados se muestran en la figura VI.8.
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Figura V1.8. Volumen de los tumores de colon segun los diferentes tratamientos. El volumen
se calculd segln la siguiente férmula, Volumen tumoral (mm?3): didmetro menor? x (didmetro
mayor/2). *p<0.05 con respecto a los demads grupos. Los datos fueron transformados

logaritmicamente y analizados por ANOVA | con posterior andlisis de Neuman-Keuls.

Se observo que los tumores del grupo E2 presentaron un mayor volumen con respecto
a los demas grupos (p<0.05). Esto indica que el tratamiento con E2 aumentaria la
proliferacion de los tumores de colon, pero dicho efecto seria revertido ante la presencia

de P4.
El tratamiento con E2 produce tumores mas pesados
Al momento del sacrificio se pesaron todos los tumores obtenidos. Los datos se

expresaron en valores absolutos y por cada 100 g de peso corporal de los animales, tal como

se muestra en la figura VI.9.
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Figura V1.9. Peso de los tumores de colon segun los diferentes tratamientos. El peso tumoral
se expreso en gramos (A) y en porcentaje de la relacidon peso tumoral sobre peso corporal de la
rata (B). *p<0.05 respecto a los demas grupos. Los datos fueron analizados por ANOVA | con

posterior analisis de Neuman-Keuls.

Los tumores del grupo tratado con E2 fueron mas pesados que los provenientes de
los demas grupos (p<0.05). Este resultado se correlaciona con el mayor volumen tumoral

observado anteriormente.
La densidad tumoral es similar en todos los tratamientos
Otro de los parametros analizados fue la densidad tumoral, la cual se calculé como la

relacion entre el peso tumoral y el volumen tumoral/1000. Los resultados se muestran en

la figura VI.10.
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Figura VI1.10. Densidad de los tumores de colon segtn los diferentes tratamientos. La densidad
tumoral se calculé como la relacidn entre el peso tumoral y el volumen tumoral/1000. Los datos

fueron analizados por ANOVA | con posterior andlisis de Neuman-Keuls.

No se observé diferencia significativa entre las densidades de los tumores

provenientes de los grupos experimentales.

Los tumores fueron clasificados en su mayoria como adenocarcinomas

Con el fin de evaluar la clasificacion de los tumores de colon, se realizd el estudio
histopatoldgico de los mismos. Se encontré que la mayoria de los tumores fueron
clasificados como adenocarcinomas, algunos diferenciados y otros totalmente
indiferenciados, con diferentes componentes infiltrante e in situ, infiltrado inflamatorio y
de diferente grado. Unos pocos tumores fueron clasificados como adenocarcinomas en

anillo de sello. En la figura VI.11 se muestran algunos de ellos.
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Figura VI.11. Histopatologia de los tumores de colon. A) Foto representativa de la vista
macroscopica de un tumor. B) La mayoria de los tumores encontrados fueron clasificados como
adenocarcinomas. C) Algunos pocos fueron clasificados como adenocarcinomas en anillo de

sello.

Los tumores del grupo E2+P4 presentan menor indice mitosis/apoptosis

Para continuar el anadlisis de la influencia de los esteroides ovaricos sobre la
progresidon tumoral, se determinaron los indices mitdtico y apoptético en los tumores por
microscopia éptica. Para ello se contaron la cantidad de figuras mitdticas y apoptdticas
presentes en diez campos analizados por microscopia a 400 x. La relacidn entre el indice
mitotico y apoptdtico (M/A) se calculé dividiendo el indice mitético sobre el apoptdtico de

cada tumor. Los resultados se muestran en la figura VI.12.
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Figura VI1.12. indices mitético y apoptético en los tumores de colon. A) indice
mitdtico calculado como cantidad de figuras mitdticas presentes en diez campos
analizados por microscopia a 400 x. B) indice apoptético calculado como cantidad
de figuras apoptéticas presentes en diez campos analizados por microscopia a 400
x. C) Relacion entre el indice mitdtico y apoptdtico (M/A). #p<0.05 respecto a los

demas grupos; *p<0.05 entre los grupos indicados por las barras. Los datos fueron

analizados por ANOVA | con posterior andlisis de Neuman-Keuls.
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No se observaron diferencias significativas entre los diferentes grupos en cuanto a la
mitosis. Con respecto a la apoptosis, el tratamiento combinado produjo un aumento
significativo (p<0.05) con respecto a los demds grupos. Al hacer la relacién entre ambos
indices (M/A), se observé un aumento del mismo en los grupos E2 y SHAM con respecto al
grupo E2+P4 (p<0.05). Por lo tanto, el tratamiento sélo con E2 promoveria la proliferacion

mientras que E2+P4 promoveria la apoptosis en los tumores de colon.

El tratamiento con E2+P4 disminuye la expresion de PCNA

Para profundizar el estudio del efecto de los esteroides ovaricos sobre la proliferacion
tumoral, se analizaron los marcadores PCNA y Ki67 por inmunohistoquimica, como se
describe en el capitulo de materiales y métodos. Los resultados se presentan en las figuras

VI.13 y VI.14.
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Figura VI.13. Expresion de PCNA en los tumores de colon seguin los diferentes tratamientos. La expresion de este marcador
de proliferacidn fue evaluada por la técnica de inmunohistoquimica. Se expresaron los resultados como porcentaje de
células positivas (A) o puntaje (B) determinado como la suma de la proporcion (<10 % de células positivas= 1, del 10 al 33
%= 2, 34-65 %= 3, >66 %= 4) mas la intensidad de la tincion (baja=1, media=2 y fuerte=3). C) Fotografias en 400 x de
inmunohistoquimica de PCNA de tumores provenientes de ratas tratadas con V (a), E2 (b), P4 (c), E2+P4 (d) y SHAM (e).
**p<0.01 y *** p<0.001 comparado con V, E2 y P4. Los datos de porcentaje de células fueron analizados por ANOVA | con

posterior andlisis de Neuman-Keuls y los puntajes fueron analizados por el test de Kruskal Wallis y Dunn’s.

Se observé que el grupo E2+P4 presenté una menor expresién de PCNA con respecto
a los demds grupos (p<0.01). Para el grupo SHAM se observé una expresidon aiin menor de
PCNA con respecto a todos los grupos tratados (p<0.001). No se observaron diferencias

entre los grupos V, E2 y P4.
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Con respecto a la expresidon de otro marcador de proliferacién, el Ki67, se observd
diferencia significativa solamente en el grupo SHAM con respecto a los otros grupos cuando

se analizaron los porcentajes (p<0.05).
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Figura VI.14. Expresion de Ki67 en los tumores de colon segtin los diferentes tratamientos. La expresion de este marcador
de proliferacion fue evaluada por la técnica de inmunohistoquimica. Se expresaron los resultados como porcentaje de
células positivas (A) o puntaje (B) determinado como la suma de la proporcion (<10 % de células positivas= 1, del 10 al 33
%= 2, 34-65 %= 3, >66 %= 4) mas la intensidad de la tincién (baja=1, media=2 y fuerte=3). C) Fotografia a 400 x de
inmunohistoquimica de Ki67 en tumores provenientes de ratas tratadas con V (a), E2 (b), P4 (c) E2+P4 (d) y SHAM (e).
*(p<0.05) con respecto a los demas grupos. Los datos de porcentaje de células fueron analizados por ANOVA | con posterior

analisis de Neuman-Keuls y los puntajes fueron analizados por el test de Kruskal Wallis y Dunn’s.
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El tratamiento combinado aumenta la expresion de caspasa 3

Ya que se observaron cambios en la apoptosis celular en los tumores, se analizé la
expresidn de diversas proteinas asociadas a dicha forma de muerte celular programada. En
este caso, en la figura VI.15 se muestran los resultados para caspasa 3, tanto por
inmunohistoquimica para la forma total, como por Western blot para la forma clivada (para

mas detalles, ver materiales y métodos).
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Figura VI1.15. Expresion de caspasa 3 en los tumores de colon segun los diferentes tratamientos. Se midio la expresidn de caspasa 3 total
por inmunohistoquimica. Se expresaron los resultados como porcentaje de células positivas (A) o puntaje (B) determinado como la suma
de la proporcién (<10 % de células positivas= 1, del 10 al 33 %= 2, 34-65 %= 3, >66 %= 4) mas la intensidad de la tincion (baja=1, media=2
y fuerte=3). C) Fotografia a 400 x de inmunohistoquimica de caspasa 3 total en tumores provenientes de ratas tratadas con V (a), E2 (b),
P4 (c), E2+P4 (d) y SHAM (e). D) Expresién de caspasa 3 total en tumores de colon evaluada por Western blot. E) Expresién de caspasa 3
clivada en tumores de colon evaluada por Western blot. Las bandas fueron normalizadas con Beta actina. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
con respecto a los demds grupos. Los datos de porcentaje de células y Western Blot fueron analizados por ANOVA | con posterior analisis

de Neuman-Keuls y los puntajes de las inmunohistoquimicas fueron analizados por el test de Kruskal Wallis y Dunn’s.
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El tratamiento con E2+P4 aumenté la expresion de caspasa 3 total con respecto a los
demads grupos, demostrado tanto por inmunohistoquimica como por Western blot (p<0.01
y p<0.001 respectivamente). En cuanto a la expresidn de caspasa 3 clivada, los grupos E2,
P4 y E2+P4 presentaron una mayor expresion con respecto a los grupos V y SHAM (p<0.05).
No se encontraron diferencias en la expresion de caspasa 3 clivada entre los tratamientos
hormonales. Estos resultados sugieren la activacién del proceso apoptético por el

tratamiento con E2 y P4.

El tratamiento con E2+P4 aumenta la expresion de PARP clivado

Ya que una de las proteinas blanco de la activaciéon de la caspasa 3 es PARP, se
determind su expresion por inmunohistoquimica y Western blot para la forma total, y por
Western blot para la forma clivada (para mas detalles, ver materiales y métodos). Los

resultados se muestran en la figura VI.16.
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Figura VI1.16. Expresion de PARP total y clivado segun los diferentes tratamientos hormonales. Se midi6 la expresidn de PARP total
en los tumores de colon por inmunohistoquimica. Se expresaron los resultados como porcentaje de células positivas (A) o puntaje
(B) determinado como la suma de la proporcion (<10 % de células positivas= 1, del 10 al 33 %= 2, 34-65 %= 3, >66 %= 4) mas la
intensidad de la tincién (baja=1, media=2 y fuerte=3). C) Fotografia a 400 x de inmunohistoquimica de PARP total en tumores
provenientes de ratas tratadas con V (a), E2 (b), P4 (c), E2+P4 (d) y SHAM (e). D) Expresién de PARP total por Western blot. E)
Expresion de PARP clivado por Western blot. La intensidad de bandas fue normalizada con tubulina y Beta actina. *p<0.05 con
respecto a los demas grupos. Los datos de porcentaje de células y Western Blot fueron analizados por ANOVA | con posterior analisis

de Neuman-Keuls y los puntajes de las inmunohistoquimicas fueron analizados por el test de Kruskal Wallis y Dunn’s.
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No se observaron cambios en la expresién de PARP total entre los diferentes
tratamientos, pero si un aumento de la expresion de PARP clivado por el tratamiento
combinado (p<0.05) con respecto a los demas grupos. Este resultado confirma la induccion

de la apoptosis por E2+P4.
La apoptosis en el tratamiento combinado no es llevada a cabo por la via intrinseca
Para dilucidar por qué via se produjo la apoptosis en los tumores del grupo E2+P4, se

analizaron las proteinas de la familia Bcl-2 y la caspasa 9 por Western blot (para mas detalles

ver materiales y métodos). Los resultados se muestran en la figura VI.17.
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Figura VI.17. Expresion de proteinas apoptdticas pertenecientes a la via intrinseca, segun los

diferentes tratamientos. El analisis de expresion de estas proteinas se realizdé por Western blot. A)

Cuantificacion de la expresion de Bax. B) Cuantificacion de la expresion de Bcl-2. C) Expresidn de

Bax, Bcl-2 y caspasa 9 clivada por Western blot. D) Relacién Bax/Bcl-2. E) Cuantificacion de la

expresion de caspasa 9 clivada. Las bandas fueron normalizadas con Beta actina. Los datos fueron

analizados por ANOVA | con posterior andlisis de Neuman-Keuls.
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No se observaron diferencias en la expresidon de Bax, Bcl-2 y caspasa 9 clivada entre
los tumores de los diferentes tratamientos, sugiriendo que la via intrinseca no esta

involucrada en la apoptosis producida por E2+P4 en los tumores de colon.

El tratamiento E2+P4 produce apoptosis por la via extrinseca

Luego se analizo la expresion de la caspasa 8 clivada por Western blot (para mas
detalles ver materiales y métodos), para determinar si la apoptosis observada en los
tumores del tratamiento combinado era conducida por la via extrinseca. Los resultados se

muestran en la figura VI.18.
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Figura VI.18. Expresidn de caspasa 8 clivada en los tumores de colon segun los diferentes tratamientos.

Caspasa 8 clivada 18 kDa
Beta actina 43 kDa

La expresion de esta proteina se realizd por Western blot. Las bandas fueron normalizadas con Beta actina.
**p<0.01 con respecto a los demas grupos. Los datos fueron analizados por ANOVA | con posterior analisis

de Neuman-Keuls.

Se observd un aumento significativo (p<0.01) en la expresidn de caspasa 8 clivada en
los tumores del grupo E2+P4 con respecto a los demds grupos. Por lo tanto, se sugiere que
la via extrinseca esta involucrada en el proceso apoptdtico producido por el tratamiento

con E2+P4 en los tumores de colon.

El tratamiento con E2 aumenta la expresion del REa
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Para analizar el estado de los receptores hormonales, responsables de la accidn

intracelular de los esteroides ovdricos, se cuantificé la expresion de los mismos por

inmunohistoquimica y Western blot (para mas detalles ver materiales y métodos). Los

resultados se muestran en la figura VI.19.
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Figura VI.19. Expresion del REa en los tumores de colon seguin
los diferentes tratamientos. Se midid la expresion del REa por
inmunohistoquimica. Se expresaron los resultados como
porcentaje de células positivas (A) o puntaje (B) determinado
como la suma de la proporcion (<10 % de células positivas= 1, del
10 al 33 %= 2, 34-65 %= 3, >66 %=4) mas la intensidad de la tincién
(baja=1, media=2 y fuerte=3). C) Fotografias a 400 x de
inmunohistoquimica del REa en tumores de ratas tratadas con V
(a), E2 (b), P4 (c), E2+P4 (d) y SHAM (e). Se ha incluido un inserto
para mejor visualizacion. D) Expresion del REa en tumores de
colon evaluada por Western blot. Las bandas fueron normalizadas
con Beta actina. **p<0.01 con respecto a los demas grupos. Los
datos de porcentaje de células y Western Blot fueron analizados
por ANOVA | con posterior analisis de Neuman-Keuls y los
puntajes de las inmunohistoquimicas fueron analizados por el test
de Kruskal Wallis y Dunn’s.
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Por inmunohistoquimica no se observaron diferencias en la expresién del REa entre
los diferentes tratamientos. Si se determind su localizacion en el citoplasma de las células
epiteliales tumorales de colon en todos los tratamientos. Al analizar los resultados del
Western blot, se observd un aumento de la expresién del REa en los tumores provenientes
del tratamiento con E2 con respecto a los demas grupos (p<0.01). No se observaron

diferencias entre el resto de los tratamientos.
El tratamiento con E2+P4 aumenta la expresion del REB
Luego se analizd la expresion de otra de las isoformas del RE, la isoforma B en los

tumores de colon por inmunohistoquimica y Western blot (para mas detalles ver materiales

y métodos). Los resultados se muestran en la figura VI.20.
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Figura V1.20. Expresion del REB en los tumores de colon
seguln los diferentes tratamientos. Se midié la expresion
del REB inmunohistoquimica. Se expresaron los
resultados como porcentaje de células positivas (A) o
puntaje (B) determinado como la suma de la proporcién
(<10 % de células positivas=1, del 10 al 33 %= 2, 34-65 %=
3, >66 %= 4) mas la intensidad de la tincion (baja=1,
media=2 y fuerte=3). C) Fotografias a 400 x de
inmunohistoquimica del REB en tumores de ratas tratadas
con V (a), E2 (b), P4 (c), E2+P4 (d) y SHAM (e). Se ha
incluido un inserto para mejor visualizacion. D) Expresion
del REB en tumores de colon evaluada por Western blot.
Las bandas fueron normalizadas con Beta actina.
***p<0.001 con respecto a los demas grupos. Los datos
de porcentaje de células y Western Blot fueron analizados
por ANOVA | con posterior analisis de Neuman-Keuls y los
puntajes de las inmunohistoquimicas fueron analizados
por el test de Kruskal Wallis y Dunn’s.
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Por inmunohistoquimica no se observaron diferencias en la expresién del REB entre
los diferentes tratamientos, pero si una localizacién citoplasmatica del mismo en las células
epiteliales tumorales de colon de todos los tratamientos. Por Western blot se observé un
consistente aumento en la expresién del REB en los tumores de colon bajo el tratamiento
combinado de E2+P4 con respecto a los demas grupos (p<0.001). No se observaron

diferencias entre el resto de los tratamientos.

Al hacer la relacién entre ambas isoformas del receptor, no se observaron diferencias
por inmunohistoquimica, pero si se pudo observar por Western blot una menor relacion
REa/B (p<0.05) para los tumores provenientes del tratamiento combinado con respecto a

los demds grupos.

Relacion entre puntajes de RE«/ Relacién de expresiones relativas de RE 0./

1.5+ 4

3
« 1.0 =
e e

3 5 2
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v E2 P4 E2+P4 SHAM Vv E2 P4 E2+P4 SHAM

Figura V1.21. Relacidn entre las isoformas a y 8 del RE en los tumores de colon segtin los diferentes
tratamientos. Se determind por inmunohistoquimica (A), haciendo la relacidn entre los puntajes
obtenidos para el REa y el REB de cada tumor; y por Western blot (B) haciendo la relacién entre las
intensidades de las bandas normalizadas obtenidos para el REa y el RE( de cada tumor. *p<0.05 con
respecto a los demas grupos. Los datos fueron analizados por ANOVA | con posterior andlisis de

Neuman-Keuls.

El tratamiento con E2 induce la expresion del receptor de progesterona

Como uno de los efectos de E2 es regular la expresidn de los RP4, y ademas, como los

RE estan regulados por RP4, se analizd la expresion de estos por inmunohistoquimica.
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Ademas, se determinaron las isoformas A y B del RP4 por Western blot (para mas detalles

ver materiales y métodos). Los resultados se muestran en la figura VI.22.

A Porcentaje de células positivas para P4R B Puntaje de P4R
8-
" b
S 1001 b
.‘%
o
Q
8
S 50
8
Q
T
2
0-

\' E2 P4 E2+P4 SHAM E2 P4 E2+P4 SHAM

Expresion relativa de RP4-B

Expresion relativa de RP4-A

0.8+ 0.8+
.g 0.6 _g 0.6
k3] °
? ?
<. 0.4 <2 0.4
3 @
< <
& 0.2 & 0.2-
0.0- 0.0-
Vv E2 P4 E2+P4 SHAM \ E2 P4 E2+P4 SHAM

v E2 P4 E2+P4 SHAM

RP4-B 116 kDa

Beta actina 43 kDa

Figura VI.22. Expresion del RP4 en los tumores de colon. Se midié la expresion del RP4 por inmunohistoquimica. Porcentaje de células positivas (A) o puntaje (B). C)
Fotografia a 400 x de inmunohistoquimica del RP4 en tumores de ratas tratadas con V (a), E2 (b), P4 (c), E2+P4 (d) y SHAM (e). Se ha incluido un inserto para mejor
visualizacién. D) Cuantificacion de la expresion del RP4-A y E) cuantificacion de la expresion del RP4-B por Western blot. F) Expresion de las isoformas del RP4 por Western
blot. Las bandas fueron normalizadas con Beta actina. b p<0.05 comparado con a. ¢ p<0.001 comparado con todos los grupos. d p<0.01 comparado con by ¢, y p<0.05
comparado con a. e p<0.05 comparado con todos los grupos. Los datos fueron analizados por ANOVA | con posterior analisis de Neuman-Keuls y los puntajes de las

inmunohistoquimicas fueron analizados por el test de Kruskal Wallis y Dunn’s.
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Al analizar el porcentaje de células positivas para el RP4, se observé que el
tratamiento con E2 produjo un aumento del RP4 con respecto a los grupos P4 y E2+P4
(p<0.001); y con respecto a los grupos Vy SHAM (p<0.01). Por otro lado, el tratamiento con
P4 disminuyd la expresion de su receptor con respecto a todos los grupos (p<0.001). El
tratamiento con E2+P4 produjo un aumento de la expresion del RP4 con respecto al
tratamiento con P4 (p<0.001), pero una disminucién con respecto a E2 (p<0.001), y SHAM

y V (p<0.05). No se observaron diferencias entre los grupos control Vy SHAM.

Al analizar el puntaje de RP4, se observd que el tratamiento con E2 produjo un
aumento del RP4 con respecto a los grupos P4 y E2+P4 (p<0.001); y con respecto a los
grupos V' y SHAM (p<0.05). Por otro lado, el tratamiento con P4 disminuyd la expresion de
su receptor con respecto a todos los grupos (p<0.05). El tratamiento con E2+P4 produjo un
aumento de la expresion del RP4 con respecto al tratamiento con P4 (p<0.05), pero una
disminucion con respecto a E2 (p<0.001). No se observaron diferencias entre los grupos
control Vy SHAM. La localizacion del receptor se observé tanto en citoplasma como nucleo

en todos los grupos.

En cuanto a la expresion de las isoformas del receptor determinadas por Western

blot, no se observaron diferencias entre los grupos.
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CAPITULO VII

RESULTADOS DEL OBJETIVO ESPECIFICO N°2

Objetivo especifico N°2: Determinar la regulacion hormonal que ejercen los esteroides
ovaricos sobre la proliferacion y la apoptosis en un modelo experimental de cancer de

mama en ratas ovariectomizadas y tratadas con 17-B-estradiol y progesterona.

RESULTADOS

Las dosis administradas de 17-B-estradiol y progesterona correspondientes a la terapia
de reemplazo hormonal se encuentran dentro de los valores fisiologicos

Para estudiar la regulacidén que ejercen los esteroides ovaricos sobre la tumorogénesis
mamaria en un modelo de menopausia y terapia de reemplazo hormonal, se utilizaron ratas
hembras Sprague Dawley de 55 dias de edad a las cuales se les administré el carcinégeno
7,12-Dimetilbenz[a]antraceno (DMBA (Sigma) 15 mg/rata) (dia 0) por sonda intragastrica
conectada a jeringa de 3 ml y en el dia 30 fueron ovariectomizadas (OVX) o sometidas a
operacion simulada de ovariectomia (SHAM, N=13). A partir del dia 37 las ratas OVX fueron
inyectadas subcutaneamente dos veces a la semana con estradiol (E2, 60 pg/kg, N=10),
progesterona (P4, 10 mg/kg, N=9), E2 y P4 (E2+P4, a las mismas dosis, N=8) o vehiculo (V,
aceite vegetal, N=9) hasta el momento de su sacrificio. Los animales fueron pesados y
observados semanalmente hasta la aparicion de tumores palpables de mama. Las ratas que
desarrollaron tumores fueron sacrificadas cuando los tumores alcanzaron un volumen
superior a 1000 mm?3 y el resto fue sacrificado a los 240 dias de experimento, por
decapitacion. Finalizado el experimento se procedié a medir la concentracién de dichas
hormonas en suero por radioinmunoensayo. En el caso del grupo SHAM, los animales
fueron sacrificados en diestro, ya que los niveles hormonales se encuentran en
concentraciones basales en este dia del ciclo estral. En cambio, en los diferentes

tratamientos al no producirse el ciclo hormonal, los animales fueron sacrificados el dia que
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debian recibir la dosis correspondiente de hormona. Los resultados se muestran en las

figuras VII.1y VII.2.

*k*k

*k*%k

E2 sérico (pg/ml)

\% E2 P4 E2+P4 SHAM

Figura VII.1. Niveles de E2 en suero de ratas ovariectomizadas y tratadas
con los diferentes tratamientos hormonales. Finalizado el experimento, las
ratas se sacrificaron por decapitacion y se recolectd la sangre troncal para
aislar el suero. Los niveles de E2 fueron medidos por radioinmunoensayo con
el kit Coat-A-Count® de Siemens. *p<0.05 comparado con Vy P4; ***p<0.001
comparado con V, P4 y SHAM. Los datos fueron analizados por ANOVA | con

posterior andlisis de Neuman-Keuls.

Se observo que los grupos tratados con E2 y E2+P4 alcanzaron los valores mas altos
con respecto al resto de los grupos (p<0.001), con un promedio de alrededor de 40 pg/ml.
Este valor estd dentro de los rangos fisioldgicos normales encontrados en el ciclo natural de
las ratas Sprague Dawley, que han sido descriptos para las distintas etapas del ciclo
(Williams y Lipner 1982): diestro 1: 10-13 pg/ml; diestro 2: 15-17 pg/ml, proestro: 50 pg/ml
y estro 10 pg/ml. En cambio, los grupos tratados con V y P4 presentaron los niveles mas

bajos de ésta hormona, con respecto a los grupos E2 y E2+P4 (p<0.001) y SHAM (p<0.05).

Los niveles alcanzados de P4 con el tratamiento se muestran en la figura VII.2.
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Figura VII.2 Niveles de P4 en suero de ratas ovariectomizadas y tratadas con
los diferentes tratamientos hormonales. Finalizado el experimento, las ratas
se sacrificaron por decapitacidn y se recolecté la sangre troncal para aislar el
suero. Los niveles de P4 fueron medidos por radioinmunoensayo con el kit
Coat-A-Count® de Siemens. **p<0.01 y ***p<0.001 con respecto a V y E2.
Los datos fueron analizados por ANOVA | con posterior analisis de Neuman-

Keuls.

Se observd que los valores de P4 en los grupos P4 y E2+P4 fueron significativamente
mayores que en el resto de los grupos, con un promedio de alrededor de 13 ng/ml (p<0.01
y p<0.001 respectivamente). Dicho valor esta dentro de los rangos fisioldgicos normales
encontrados en el ciclo estral de las ratas Sprague Dawley, que han sido descriptos para las
distintas etapas del ciclo (Williams y Lipner 1982): diestro 1: 20 ng/ml; diestro 2: 10 ng/ml;
proestro: 30 ng/ml y estro: 5 ng/ml. Por otro lado, los grupos V y E2 presentaron

concentraciones mas bajas con respecto a E2+P4 (p<0.001) y a P4 y SHAM (p<0.01).

Ademas, también se analizé el peso de los uUteros con el fin de evaluar la actividad

bioldgica del tratamiento hormonal. Los resultados se muestran en la figura VII.3.
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Figura VII.3. Peso uterino de ratas ovariectomizadas y tratadas con los
diferentes tratamientos hormonales. El valor del peso del Utero se expresé
en gramos por cada 100 gramos de peso corporal. ***p<0.001 comparado
con V y P4. Los datos fueron analizados por ANOVA | con posterior analisis

de Neuman-Keuls.

Se pudo observar que los Uteros provenientes de las ratas SHAM y de las tratadas con
E2 y E2+P4 fueron significativamente mas pesados que el resto de los grupos (p<0.001). No
se encontraron diferencias significativas entre los grupos E2, E2+P4 y SHAM, y tampoco

entre Vy P4.

Estos resultados muestran que las dosis usadas de las hormonas esteroidales
alcanzaron valores fisiolégicos, y que ademas tuvieron efecto bioldgico sobre sus érganos

blanco en el modelo experimental en ratas de cdncer mamario.

El tratamiento con E2 aumenta la incidencia de tumores mamarios

Para estudiar el efecto que producen las hormonas esteroidales sobre el desarrollo

de tumores mamarios, se procedid a analizar varios aspectos, entre ellos la incidencia
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tumoral. La incidencia se calculé como el porcentaje de ratas que presentaron tumores

dentro del periodo estudiado. Los resultados se muestran en la figura VII.4.
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Figura VIl.4. Incidencia tumoral de mama en ratas administradas con DMBA
y con los diferentes tratamientos hormonales. La incidencia se expresé
como porcentaje de ratas que desarrollaron o no tumores de mama.

**p<0.01 y ***p<0.001 con respecto a V y P4. Los datos fueron analizados

con el test de Fisher.

La incidencia tumoral fue nula en las ratas tratadas con V. En cambio, el 100% de las
ratas SHAM y el 90% de las tratadas con E2 desarrollaron tumores (p<0.001 con respecto a
V y P4), mientras que el porcentaje fue del 75% para las tratadas con E2+P4 (p<0.01 con
respecto a Vy P4). El tratamiento individual con P4 produjo solamente un 22% de incidencia
tumoral. A partir de estos resultados se puede confirmar que la presencia de E2 es necesaria

para el desarrollo tumoral en este modelo de carcinogénesis mamaria.

La latencia tumoral tiende a ser menor en el grupo SHAM

Luego de administrado el DMBA, se realizd un control semanal de los animales para

evaluar la aparicion de tumores palpables. La figura VII.5 muestra la latencia de aparicion
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de los mismos, la cual fue calculada como el tiempo transcurrido desde la administracion

del DMBA hasta la aparicion del primer tumor mamario.

E2 P4 E2+P4 SHAM

Figura VIL5. Latencia tumoral de mama segun los diferentes tratamientos. La
latencia fue considerada como el tiempo transcurrido desde la administracion

del DMBA hasta la aparicién del primer tumor mamario. Los datos fueron

analizados por ANOVA | con posterior analisis de Neuman-Keuls.

No se evidenciaron diferencias significativas entre los diferentes tratamientos,

aunque los tumores del grupo SHAM tendieron a aparecer antes que los demas grupos.

El tratamiento s6lo con P4 aumenta la sobrevida libre de tumor

Se calculé el porcentaje de sobrevida libre de tumores en las ratas, segun los

diferentes tratamientos. Los resultados se muestran en la figura VII.6.
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Figura VII.6. Porcentaje de supervivencia libre de tumor en las ratas tratadas
con los diferentes tratamientos hormonales. Se grafico el dia de sacrificio de
los animales y se lo expresé como porcentaje de supervivencia. **p<0.01 con

respecto a los demds grupos. Los datos se analizaron por el test de Mantel-

Cox.

Se observé que el tratamiento con P4 incrementd la supervivencia libre de tumor de
los animales analizados, con respecto a los demas grupos (p<0.01). Estos resultados

concuerdan con la baja incidencia tumoral observada para este grupo.

El tratamiento con E2 aumenta la multiplicidad de tumores mamarios

Para evaluar el efecto de los esteroides ovaricos sobre el nimero de tumores de
mama desarrollados en el modelo experimental, se procedié a contabilizar los tumores
presentes en cada rata segun los diferentes tratamientos. Los promedios del nimero de

tumores por grupo se muestran en la figura VII.7.
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N° tumores por rata
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Figura VII.7. Numero de tumores de mama desarrollados por rata, segun los
diferentes tratamientos hormonales. Al finalizar el experimento se
contabilizaron la cantidad de tumores encontrados y se graficd el promedio
obtenido para cada grupo experimental. *p<0.05 y **p<0.01 entre los grupos

indicados con las barras. Los datos fueron analizados por ANOVA | con

posterior analisis de Neuman-Keuls.

El grupo tratado sélo con E2 presentd una mayor multiplicidad tumoral con respecto
a los grupos P4 (p<0.01) y E2+P4 (p<0.05), produciendo un promedio de 2,3 tumores por
rata. Le siguieron los grupos SHAM y E2+P4, con un promedio de 1,84 y 1 tumor por rata,
respectivamente. En cambio, el grupo tratado Unicamente con P4 mostré una menor
multiplicidad con respecto al grupo SHAM (p<0.01), con un promedio de tan sélo 0,33 tumor

por rata. Estos resultados respaldan el mencionado efecto de E2 sobre la susceptibilidad de

las ratas al desarrollo tumoral.

El volumen de los tumores mamarios tiende a ser mayor en el tratamiento con P4

Al momento del sacrificio de los animales, los tumores fueron medidos con un calibre

para obtener el didmetro mayor (DM) y menor (dm) y calcular el volumen tumoral
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(VT=dm2xDM/2). El volumen tumoral promedio para cada grupo experimental se muestra

en la figura VII.8.

E2 P4 E2+P4 SHAM

Figura VII.8. Volumen de los tumores de mama segun los diferentes
tratamientos. El volumen se calculd segln la siguiente formula, Volumen
tumoral (mm3): didmetro menor? x (didmetro mayor/2). Los datos fueron

analizados por ANOVA | con posterior analisis de Neuman-Keuls.

Si bien no se observaron diferencias estadisticamente significativas, los tumores del

grupo P4 tendieron a presentar un mayor volumen que el resto de los tratamientos.
El tratamiento con P4 produce tumores mas pesados
También se analizd el peso de los diferentes tumores obtenidos. Los datos se

expresaron en valores absolutos y por cada 100 g de peso corporal de los animales, tal como

se muestra en la figura VI.9.
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Figura VIL.9. Peso de los tumores de mama segun los diferentes tratamientos. El peso tumoral se
expreso en gramos (A) y en porcentaje de la relacion peso tumoral sobre peso corporal de la rata
(B). *p<0.05 entre los grupos indicados con las barras. Los datos fueron analizados por ANOVA | con

posterior andlisis de Neuman-Keuls.

Los tumores del grupo tratado con P4 fueron mas pesados que los provenientes de
los grupos E2 y SHAM (p<0.05), y no se observo esta diferencia con respecto al tratamiento
combinado. Este resultado se correlaciona con el mayor volumen tumoral observado

anteriormente para este grupo.
La densidad tumoral es similar en todos los tratamientos
Otro de los pardmetros analizados fue la densidad tumoral, la cual se calculé como la

relacion entre el peso tumoral y el volumen tumoral/1000. Los resultados se muestran en

la figura VII.10.
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Densidad tumoral
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Figura VII.10. Densidad de los tumores de mama segun los diferentes tratamientos.
La densidad tumoral se calculé como la relacion entre el peso tumoral y el volumen
tumoral/1000. Los datos fueron analizados por ANOVA | con posterior andlisis de

Neuman-Keuls.

No se observé diferencia significativa entre las densidades de los tumores

provenientes de los grupos experimentales.
Los tumores fueron clasificados como carcinomas de mama ductales
Con el fin de evaluar la clasificacion de los tumores, se realizd el estudio

histopatoldgico de los mismos, los cuales fueron clasificados como carcinomas ductales, con

diferentes componentes infiltrante e in situ, infiltrado inflamatorio y de diferente grado.

Figura VII.11. Histopatologia de los tumores mamarios. A) Foto representativa de

una rata con tumor mamario. B) Foto de un carcinoma ductal de rata, 400 x.
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Los tumores provenientes de ratas con el tratamiento combinado crecen mas rapido

Otro de los parametros analizados fue la velocidad de crecimiento tumoral, la cual se
expresé en mm?3/dia y fue calculada a partir de la relacién entre el volumen tumoral y la
diferencia en dias desde la deteccion del tumor vy el sacrificio del animal. Los resultados se

muestran en la figura VII.12.
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Figura VII.12. Velocidad de crecimiento tumoral segun los diferentes tratamientos. La
velocidad de crecimiento se expresé en mm?3/dia y fue calculada a partir de la relacién
entre el volumen tumoral y la diferencia en dias desde la deteccidén del tumor y el sacrificio
del animal. *p<0.05 entre los grupos indicados con las barras. Los datos fueron analizados

por ANOVA | con posterior andlisis de Neuman-Keuls.

Los tumores del grupo E2+P4 y SHAM presentaron un crecimiento mas acelerado que
los pertenecientes al grupo E2 (p<0.05). Por ello, se puede concluir que es necesaria la

presencia tanto de E2 como de P4 para producir un crecimiento tumoral mas rapido.

Los tumores del grupo P4 presentan mayor indice mitosis/apoptosis
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Para continuar el anadlisis de la influencia de los esteroides ovaricos sobre la
progresidon tumoral, se determinaron los indices mitético y apoptético en los tumores por
microscopia 6ptica. Para ello se contaron la cantidad de figuras mitéticas y apoptdticas
presentes en diez campos analizados por microscopia a 400 x. La relacion entre el indice
mitotico y apoptdtico (M/A) se calculé dividiendo el indice mitético sobre el apoptdtico de

cada tumor. Los resultados se muestran en la figura VII1.13.
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Figura VI1.13. indices mitético y apoptético en los tumores mamarios. A) indice mitético calculado
como cantidad de figuras mitdticas presentes en diez campos analizados por microscopia a 400 x.
B) indice apoptdtico calculado como cantidad de figuras apoptdticas presentes en diez campos
analizados por microscopia a 400 x. C) Relacion entre el indice mitético y apoptdtico (M/A). D)
Ejemplo de figura mitética y apoptética a un aumento de 400 x. *p<0.05 y ** p<0.01 entre los
grupos indicados por las barras. Los datos fueron analizados por ANOVA | con posterior analisis de

Neuman-Keuls.
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Se observé una mayor cantidad de figuras mitéticas en los tumores del grupo E2+P4
y SHAM con respecto a los tumores del grupo E2 (p<0.05 y p<0.01 respectivamente). En
cuanto a las figuras apoptdticas, el tratamiento combinado produjo un aumento
significativo (p<0.05) con respecto a los grupos E2 y P4. Al hacer la relacidon entre ambos
indices (M/A), se observé un aumento del mismo en el grupo P4 y SHAM con respecto al
grupo E2 (p<0.05 y p<0.01 respectivamente). Por lo tanto, se sugiere que el tratamiento con

E2 produce una disminucidn en la proliferacion, mientras que P4 la aumenta.

Los tumores provenientes del tratamiento combinado proliferan menos

Para profundizar el efecto de los esteroides ovaricos sobre la proliferacidn tumoral,
se analizaron los marcadores PCNA y Ki67 por inmunohistoquimica (para mdas detalles ver

materiales y métodos). Los resultados se presentan en la figura VII.14 y VII.15.
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Figura VII.14. Expresion de PCNA en los tumores de mama segun los diferentes tratamientos. Se evalué la
expresion del marcador de proliferacién PCNA por inmunohistoquimica. Se expresaron los resultados como
porcentaje de células positivas (A) o puntaje (B) determinado como la suma de la proporcion (<10 % de células
positivas= 1, del 10 al 33 %= 2, 34-65 %= 3, >66 %= 4) mas la intensidad de la tincion (baja=1, media=2 y fuerte=3).
C) Fotografia a 400 x de inmunohistoquimica de PCNA en tumores de ratas tratadas con E2 (a), P4 (b), E2+P4 (c) y
SHAM (d). *p<0.05y **p<0.01 entre los grupos indicados con las barras. Los datos de porcentaje de células fueron
analizados por ANOVA | con posterior analisis de Neuman-Keuls y los puntajes fueron analizados por el test de

Kruskal Wallis y Dunn’s.

Se observd que el grupo E2+P4 presentd un menor porcentaje y puntaje de células

tumorales positivas para PCNA con respecto al grupo E2 (p<0.05) y SHAM (p<0.01).
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También se analizé6 otro marcador de proliferacién celular, como es el Ki67, por

inmunohistoquimica. Los resultados se presentan en la figura VII.15.
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Figura VII.15. Expresion de Ki67 en los tumores de mama segun los diferentes tratamientos. Se evalué la expresion
del marcador de proliferacion Ki67 por inmunohistoquimica. Se expresaron los resultados como porcentaje de
células positivas (A) o puntaje (B) determinado como la suma de la proporcion (<10 % de células positivas= 1, del
10 al 33 %= 2, 34-65 %= 3, >66 %= 4) mas la intensidad de la tincidén (baja=1, media=2 y fuerte=3). C) Fotografia a
400 x de inmunohistoquimica de Ki67 en tumores de ratas tratadas con E2 (a), P4 (b), E2+P4 (c) y SHAM (d).
**p<0.01 con respecto a los demas grupos. Los datos de porcentaje de células fueron analizados por ANOVA | con

posterior analisis de Neuman-Keuls y los puntajes fueron analizados por el test de Kruskal Wallis y Dunn’s.

Al analizar el porcentaje de células positivas para Ki67, se observd un menor

porcentaje en el grupo tratado con P4 con respecto a los demas grupos (p<0.01). No se
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observaron diferencias significativas entre los tratamientos cuando se analizaron los

puntajes.

El tratamiento combinado tiende a aumentar la expresién de caspasa 3 total

Ya que se observaron cambios en la apoptosis celular en los tumores, se analizé la
expresidn de diversas proteinas asociadas a dicha forma de muerte celular programada. En
este caso, en la figura VII.16 se muestran los resultados para caspasa 3 total por

inmunohistoquimica (para mas detalles, ver materiales y métodos).
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Figura VII.16. Expresidon de caspasa 3 total en los tumores mamarios segun los diferentes tratamientos. Se
determind la expresién de caspasa 3 total por la técnica de inmunohistoquimica. Se expresan los resultados como
porcentaje de células positivas (A) o puntaje (B) determinado como la suma de la proporcién (<10 % de células
positivas= 1, del 10 al 33 %= 2, 34-65 %= 3, >66 %= 4) mas la intensidad de la tincidn (baja=1, media=2 y fuerte=3).
C) Fotografia a 400 x de inmunohistoquimica de caspasa 3 en tumores de ratas tratadas con E2 (a), P4 (b), E2+P4
(c) y SHAM (d). Los datos de porcentaje de células fueron analizados por ANOVA | con posterior analisis de Neuman-

Keuls y los puntajes fueron analizados por el test de Kruskal Wallis y Dunn’s.

No se observaron diferencias significativas en la expresién de caspasa 3 total entre
los diferentes grupos, aunque si una tendencia a una mayor expresion en los tumores del

grupo E2+P4 y SHAM.
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Ademas, se estudiaron los marcadores apoptéticos PARP clivado y caspasa 8 por
Western blot (para mas detalles, ver materiales y métodos), donde no se observé diferencia

en su expresion entre los diferentes tratamientos.

A B
Expresioén relativa de PARP clivado Expresion relativa de caspasa 8 clivada
1.0 © 1.5
© 5
£ 0.8 ®
[S ]
7 5
1.0
S 0.6 s
T 2
2 0.4 S
T D 0.5
o B
& 0.2 ©
P o
o 4
0.0- O 0.0-
E2+P4 SHAM E2 P4 E2+P4 SHAM

PARPc 25 kDa Caspasa 8 clivada 18 kDa

Beta actina 43 kDa Beta actina 43 kDa

Figura VII.17. Expresion de PARP clivado y caspasa 8 en los tumores mamarios segun los diferentes tratamientos hormonales.
Se determind la expresion de proteinas indicadoras de apoptosis PARP clivado (A) y caspasa 8 (B) por Western blot. Las bandas

fueron normalizadas con Beta actina. Los datos fueron analizados por ANOVA | con posterior analisis de Neuman-Keuls.

Los tumores del grupo E2+P4 presentan una menor relacion Bax/Bcl-2

Se analizaron proteinas asociadas a proliferacién y apoptosis, tales como Bax y Bcl-2
por inmunohistoquimica y Western blot (para mas detalles, ver materiales y métodos). Los

resultados se muestran en la figura VII.18.
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Figura VII.18. Expresion de Bax y Bcl-2 en los tumores mamarios segtin los diferentes tratamientos. Se evalud la expresién de Bax y
Bcl-2, por inmunohistoquimica y Western blot. A) Porcentaje de células positivas para Bax. B) Porcentaje de células positivas para Bcl-
2. Se muestran fotografias a 400 x de inmunohistoquimica de Bax (A) y Bcl-2 (B) en tumores de ratas tratadas con E2 (a), P4 (b), E2+P4
(c) y SHAM (d). C) Expresidn relativa de Bax cuantificada por Western blot. D) Expresidn relativa de Bcl-2 cuantificada por Western
blot. E) Relacién entre los puntajes de Bax y Bcl-2. F) Relacidn entre Bax y Bcl-2 por Western blot. **p<0.01 comparado con E2 y P4,
Las bandas fueron normalizadas con Beta actina. Los datos de porcentaje de células fueron analizados por ANOVA | con posterior

analisis de Neuman-Keuls y los puntajes fueron analizados por el test de Kruskal Wallis y Dunn’s
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El tratamiento con E2+P4 tendié a disminuir la expresion de Bax y aumentd
significativamente la expresién de Bcl-2 con respecto a E2 y P4 (p<0.01), observdndose esta
diferencia sélo por la técnica de inmunohistoquimica (sélo se muestran los porcentajes,
omitiéndose los puntajes por cuestiones de espacio en la figura). Al analizar estas proteinas
por Western blot, no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos. Al
hacer la relacion entre Bax y Bcl-2, se observé una tendencia del tratamiento combinado y

de SHAM de disminuirla, tanto por inmunohistoquimica como por Western blot.

El tratamiento con E2 aumenta la expresion del REa en los tumores mamarios

Para analizar el estado de los receptores hormonales, responsables de la accidon
intracelular de los esteroides ovdricos, se cuantificé la expresion de los mismos por
inmunohistoquimica y Western blot (para mas detalles ver materiales y métodos). En el
caso del REq, se cuantificd su expresién tanto por inmunohistoquimica como por Western
blot (para mas detalles, ver materiales y métodos). Los resultados se muestran en la figura

VII.19.
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Figura VII.19. Expresion del REa en los tumores mamarios
segln los diferentes tratamientos. Se midi6 la expresion
del REa en los tumores de mama por inmunohistoquimica.
Se expresaron los resultados como porcentaje de células
positivas (A) o puntaje (B) determinado como la suma de la
proporcién (<10 % de células positivas= 1, del 10 al 33 %= 2,
34-65 %= 3, >66 %= 4) mas la intensidad de la tincidn
(baja=1, media=2 y fuerte=3). C) Se muestran fotografias a
400 x de inmunohistoquimica de REa en tumores de ratas
tratadas con E2 (a), P4 (b), E2+P4 (c) y SHAM (d). En todas
las imagenes se ha incluido el inserto para mejor
visualizacion. D) Expresidon del REa por Western blot. Las
bandas fueron normalizadas con Beta actina. *p<0.05 vy
**p<0.01 con respecto a los demas grupos. Los datos fueron
analizados por ANOVA | con posterior analisis de Neuman-
Keuls y los puntajes fueron analizados por el test de Kruskal
Wallis y Dunn’s.
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Cuando se analizdé el porcentaje de células positivas para REa por
inmunohistoquimica, se observé una menor expresién del mismo por el tratamiento con P4
con respecto a los demas grupos (p<0.01). Al analizar los resultados del puntaje se observo
un aumento de la expresién del REa en los tumores provenientes del tratamiento con E2
con respecto a los demas grupos (p<0.05). Con respecto a la localizacién del REa, se observo
predominante en nucleo y citoplasma para el grupo E2, mientras que para los grupos P4y
E2+P4 se observd una localizacidn sélo citoplasmatica, al igual que en los tumores del
tratamiento combinado. No se observaron diferencias significativas por Western blot, pero
si una tendencia a una mayor expresiéon de este receptor en el grupo E2 y a una menor en

el grupo del tratamiento combinado.

No hay diferencias en la expresion del RE en los tumores mamarios segun los diferentes
tratamientos hormonales

Luego se analizd la expresion de otra de las isoformas del RE, la isoforma B en los
tumores por inmunohistoquimica y Western blot (para mas detalles ver materiales y

métodos). Los resultados se muestran en la figura VI1.20.
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D . . Figura VI1.20. Expresion del REB en los tumores mamarios
Expresion relativa de RE] segun los diferentes tratamientos. Se midié la expresién del

1.59 REB en los tumores mamarios por inmunohistoquimica. Se
expresaron los resultados como porcentaje de células
positivas (A) o puntaje (B) determinado como la suma de la
proporcién (<10 % de células positivas= 1, del 10 al 33 %= 2,
34-65 %= 3, >66 %=4) mas la intensidad de la tincion (baja=1,
media=2 y fuerte=3). C) Se muestran fotografias a 400 x de
inmunohistoquimica de REB en tumores de ratas tratadas con
E2 (a), P4 (b), E2+P4 (c) y SHAM (d). En todas las imagenes se
ha incluido el inserto para mejor visualizacién. D) Expresidon
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0.0- P4 E2+P4 SHAM del REB en tumores de mama evaluada por WB. Las bandas
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No se observaron diferencias significativas entre los diferentes tratamientos
hormonales, tanto por inmunohistoquimica como por Western blot. La localizacién del

receptor fue citoplasmatica en todos los grupos.

Al hacer la relacidn entre ambos tipos de receptores, no se observaron diferencias
entre los grupos, aunque si una tendencia a estar aumentada por el tratamiento con E2, tal

como se muestra en la figura VII.21.
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Figura VII.21. Relacion entre las isoformas a y 8 del RE en los tumores mamarios segun los diferentes
tratamientos. Se determind por inmunohistoquimica (A), haciendo la relaciéon entre los puntajes
obtenidos para el REay el REB de cada tumor; y por WB (B) haciendo la relacién entre las intensidades
de las bandas normalizadas obtenidos para el REa y el REB de cada tumor. Los datos fueron analizados

por ANOVA | con posterior analisis de Neuman-Keuls.

El tratamiento con P4 no modifica la expresion de sus receptores en los tumores

mamarios

Como uno de los efectos de E2 es regular la expresiéon de los RP4, y ademas los RE
estan regulados por RP4, se analizd la expresion de estos por inmunohistoquimica. Ademas,
se determinaron las sus isoformas A y B del RP4 por Western blot (para mas detalles ver

materiales y métodos). Los resultados se muestran en la figura VI1.22.
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Figura VII.22. Expresion del RP4 en los tumores mamarios segun los diferentes tratamientos. Se midio la expresion del RP4 en los
tumores mamarios por inmunohistoquimica. Se expresaron los resultados como porcentaje de células positivas (A) o puntaje (B). C)
Fotografias a 400 x de inmunohistoquimica de RP4 en tumores de ratas tratadas con E2 (a), P4 (b), E2+P4 (c) y SHAM (d). En todas las
imagenes se ha incluido el inserto para mejor visualizacion. D) Cuantificacion de la expresién del RP4-A evaluada por Western blot. E)
Cuantificacion de la expresion del RP4-B evaluada por Western blot. F) Expresidon de ambas isoformas del RP4 por Western blot. Las
bandas fueron normalizadas con Beta actina. Los datos fueron analizados por ANOVA | con posterior analisis de Neuman-Keuls y los

puntajes fueron analizados por el test de Kruskal Wallis y Dunn’s.
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La localizaciéon del RP4 fue nuclear en todos los grupos, pero no se observaron
diferencias en su expresién entre los diferentes grupos por inmunohistoquimica. Al hacer
el andlisis entre las isoformas Ay B por western blot, se observé una tendencia al aumento

de las mismas por el tratamiento con P4,
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CAPITULO VIII

RESULTADOS DEL OBJETIVO ESPECIFICO N°3

Objetivo especifico N°3: Comparar la regulacién ejercida por los esteroides ovaricos sobre

la carcinogénesis mamaria y de colon.

RESULTADOS

Los efectos de los esteroides ovaricos sobre la carcinogénesis son diferentes entre el
modelo experimental de cancer de colon y el de cancer de mama

Luego de haber presentado los resultados obtenidos de cada modelo experimental
en los objetivos 1 y 2, se procedido a comparar los mismos. En los grupos de animales
tratados con V la incidencia tumoral en mama fue del 0% mientras que en colon fue del
90%. Para los grupos tratados con E2, las incidencias fueron similares con 90% en mama 'y
85% en colon. Para los grupos de P4 las incidencias observadas fueron muy dispares: un
22% en mama y 93% en colon. Por ultimo, con respecto al grupo E2+P4 las incidencias
fueron similares con un 75% y 85% respectivamente. Con respecto a la sobrevida libre de
tumor, la uUnica diferencia se vio en el modelo de cancer de mama con un aumento por el
tratamiento con P4. Cuando se analizd la multiplicidad tumoral, sélo se observaron
diferencias en mama con un aumento por la presencia de E2, mientras que para colon no
se vieron diferencias entre los diferentes tratamientos. El volumen y el peso de los tumores
mamarios fueron mayores por el tratamiento con P4, mientras que los de colon fueron
mayores en el grupo con E2. Al analizar las densidades tumorales, no se encontraron
diferencias en ninguno de los dos modelos. En cuanto a la velocidad de crecimiento de los
tumores mamarios, se vio que fue menor en el grupo tratado con E2 mientras que para
colon este dato no puedo obtenerse ya que no se pudo evidenciar la aparicién de los

tumores, y su seguimiento durante el experimento.
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Los esteroides ovdricos producen diferentes comportamientos tumorales entre ambos
modelos experimentales

El indice mitdtico en las células epiteliales de los tumores mamarios, disminuyd por el
tratamiento con E2 y aumentd por E2+P4, mientras que en los tumores de colon no se
observaron diferencias. Con respecto al indice apoptdtico, se encontré un aumento en
ambos modelos por el tratamiento con E2+P4. La relacidn entre los dos indices disminuyd
por el tratamiento con E2 en los tumores mamarios, mientras que se vio el efecto contrario
en colon. El tratamiento de E2+P4 disminuyo la expresidon de PCNA y aumenté la expresion
de caspasa 3 en ambos modelos. También se observé que aumentd PARP clivado en colon,
pero no produjo cambios en mama. En cuanto a la relacion Bax/Bcl-2, tendié disminuir por
el tratamiento con E2+P4 en mama, pero no produjo cambios en colon. Por ultimo, el
tratamiento combinado aumentd la expresién de caspasa 8 clivada en colon, pero no

produjo este efecto en mama.

Los esteroides ovdricos regulan la expresion de sus receptores de manera diferente en
ambos modelos experimentales

La expresion del REa en los tumores se vio aumentada por el tratamiento con E2 en
ambos modelos. Con la expresién del REB no se observd el mismo efecto, ya que no hubo
cambios entre los diferentes tratamientos en mama, pero si se vio aumentada por el
tratamiento con E2+P4 en colon. Estos cambios dieron como resultado una alta relacién
REa/REP por el tratamiento con E2 en los tumores mamarios, mientras que una baja por el
tratamiento combinado en los de colon. La regulacidn de la expresion de los RP4 es
diferente en ambos modelos: en cadncer de mama los tratamientos no producen diferencias,
mientras que en colon el tratamiento con E2 produce un aumento y la presencia de P4, una

disminucién de la expresion.
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CAPITULO IX

RESULTADOS DEL OBJETIVO ESPECIFICO N°4

Objetivo especifico N°4: Estudiar los efectos que ejercen los esteroides ovaricos sobre la
proliferacion y la apoptosis en lineas celulares tumorales de colon tratadas con 17-B-

estradiol y progesterona.

Debido a que encontramos diferencias entre los tratamientos sobre la progresiéon
tumoral en el modelo in vivo de cancer de colon, nos parecid interesante poder llevar a cabo
estudios en un modelo in vitro, con el fin de poder dilucidar algunos de los mecanismos que
son regulados los esteroides ovaricos. El modelo de lineas celulares tumorales establecidas
permite hacer tratamientos con diferentes dosis y tiempos de exposicion, y poder estudiar
vias de activacion rapidas que pueden estar involucradas en los mecanismos de

proliferacién y apoptosis, las cuales no pueden ser estudiadas en un modelo in vivo.

Ademas, dicho objetivo que involucra el uso de lineas celulares tumorales, sélo se
enfocard en el cancer de colon, donde la bibliografia presenta resultados controversiales.
No se abordara desde el punto de vista de cdncer de mama ya que, como se aclaré en la
introduccion, los efectos de E2 y P4 en lineas celulares tumorales mamarias ya han sido

ampliamente estudiados.

RESULTADOS

El primer experimento para cumplir este objetivo, apuntd a determinar la dosis a
utilizar de E2 y P4. Para ello se realizaron curvas dosis-respuesta desde 10”7 M hasta 101 M
de cada uno de los esteroides ovdéricos y se evalud el efecto sobre la viabilidad en las dos

lineas celulares de interés HCT116 y SW480.

El tratamiento con 10''! M de E2 aumenta la proliferacién de las células HCT116
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La menor dosis de E2 que produjo un aumento en la proliferacién a las 24 horas de la

linea celular HCT116 comparado con el vehiculo fue 101 M (p<0.05), por lo que se eligié

esta dosis para los demds estudios.
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Figura IX.1. Tratamiento con E2 en la linea celular de colon HCT116. A) Ensayo dosis
respuesta con concentraciones de 107 M hasta 10 M de E2, a 24 y 48 horas. B) Niumero
de células vivas a las 24 h de tratamiento con dosis de 107 M hasta 10! de E2. *p<0.05

con respecto a V. Los datos fueron analizados por ANOVA | con posterior analisis de
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Capitulo IX - Resultados objetivo especifico N°4

El tratamiento con 10”7 M de E2 aumenta la proliferacién de las células SW480

Se observo que la menor dosis de E2 que produce un aumento en la proliferacion a
las 24 horas de la linea celular SW480 comparado con el vehiculo fue 107 M (p<0.05), por

lo que se considera la dosis de trabajo para futuros estudios.
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Figura I1X.2. Tratamiento con E2 en la linea celular de colon SW480. A) Ensayo dosis
respuesta con concentraciones de 107 M hasta 10 M de E2, a 24 y 48 horas. B) Nimero
de células vivas a las 24 h de tratamiento con dosis de 107 M hasta 10™** de E2. *p<0.05 con
respecto a V. Los datos fueron analizados por ANOVA | con posterior analisis de Neuman-

Keuls.
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El tratamiento con P4 no aumenta la proliferacion de las células HCT116

Se observé que P4 no tuvo un efecto significativo sobre la proliferacion a las 24 horas

en la linea celular HCT116 comparado con el vehiculo. Por lo tanto, se tomé la dosis mas

alta 107 M de P4 para futuros estudios.
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Figura IX.3. Tratamiento con P4 en la linea celular de colon HCT116. A) Ensayo dosis
respuesta con concentraciones de 107 M hasta 10''* M de P4, a 24 y 48 horas. B) Nimero
de células vivas a las 24 h de tratamiento con dosis de 107 M hasta 10"** de P4. Los datos
fueron analizados por ANOVA I.

101



Capitulo IX - Resultados objetivo especifico N°4

El tratamiento con P4 no aumenta la proliferacion de las células SW480

Se observd que P4 no tuvo un efecto significativo sobre la proliferacién a las 24 horas

en la linea celular SW480 comparado con el vehiculo. Por lo tanto, se tomé la dosis mas alta

10”7 M de P4 para futuros estudios.
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Figura IX.4. Tratamiento con P4 en la linea celular de colon SW480. A) Ensayo dosis
respuesta con concentraciones de 107 M hasta 10 M de P4, a 24 y 48 horas. B)
Numero de células vivas a las 24 h de tratamiento con dosis de 107 M hasta 10-1!
de P4. Los datos fueron analizados por ANOVA 1.
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El tratamiento con E2 aumenta la proliferacion en las células HCT116

Cuando se compararon los diferentes tratamientos en las dosis determinadas y a las
24 horas de la exposicion, se observd que E2 produjo la mayor proliferacion en las células
de cancer de colon HCT116 con respecto a los demas grupos (p<0.05) en el caso de la
determinacién por azul de tripan. La adicion de P4 revirtié totalmente el efecto del E2.
Coincidentemente, con el ensayo de MTT, E2 también produjo una mayor proliferacion

(p<0.001), y en este caso la adicidon de P4 revirtié parcialmente el efecto de E2.
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Figura IX.5. Proliferacion celular por el tratamiento esteroidal en la linea celular de colon HCT116.
A) Numero de células vivas/ml a las 24 horas de tratamiento con 10** M de E2, 107 M de P4, E2+P4
(10*M de E2 y 107 M de P4) y vehiculo. B) Ensayo de proliferacién por reduccién del MTT a las 24
h de tratamiento con 10 M de E2, 107 M de P4, E2+P4 (10** M de E2 y 107 M de P4) y vehiculo.
*p<0.05 con respecto a los demds grupos; ***p<0.001 con respecto a V y P4. #p<0.05 entre los
grupos indicados con la barra. Los datos fueron analizados con ANOVA | con posterior analisis de
Neuman-Keuls.
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El tratamiento con E2 aumenta proliferacion en las células SW480

Cuando se compararon los diferentes tratamientos en las dosis determinadas y a las
24 horas de la exposicidon, se observd que E2 produjo la mayor proliferacion de las células
de cancer de colon SW480, con respecto a los demds grupos (p<0.01 para el ensayo de azul

tripan y p<0.001 para el ensayo de MTT). En ambos casos el efecto fue revertido por la

administracion conjunta de P4.
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Figura IX.6. Proliferacion celular por el tratamiento esteroidal en la linea celular de colon SW480.
A) N° de células vivas/ml a las 24 h de tratamiento con 107 M de E2, 107 M de P4, E2+P4 (107 M
de E2 y 107 M de P4) y vehiculo. B) Ensayo de proliferacién por reduccién del MTT a las 24 h de
tratamiento con 107 M de E2, 107 M de P4, E2+P4 (107 M de E2 y 10”7 M de P4) y vehiculo. **p<0.01
y ***p<0.001 con respecto a los demas grupos. Los datos fueron analizados por ANOVA | con
posterior andlisis de Neuman-Keuls.
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CAPITULO X

DISCUSION

Establecimiento de un modelo animal de menopausia humana

Hace varios afios que se postula a la terapia de reemplazo hormonal en mujeres
menopausicas como protectora ante el desarrollo tumoral de colon, pero con capacidad de
aumentar el riesgo de cancer de mama. En este trabajo de tesis se propuso evaluar los
posibles mecanismos de dicha proteccidn y su regulacién diferencial en cancer de mama
utilizando un modelo en ratas de menopausia y terapia de reemplazo hormonal. Los
modelos en roedores son herramientas invaluables que sirven para estudiar el impacto de
las fluctuaciones hormonales y su eventual disminuciéon en una variedad de sistemas
corporales. Si bien algunos de los mecanismos asociados al envejecimiento y a la transiciéon
a un estado de senescencia reproductivo pueden diferir cuando se trasladan de una especie
a otra, los modelos animales proveen a los investigadores la oportunidad de entender
conceptos claves relacionados a la menopausia. Algunas cepas de roedores son
considerados mejores que otras para llevar a cabo este modelo, entre ellas las ratas Sprague
Dawley (Foley et al. 2000). Hay varias metodologias que incluyen los modelos del ovario
intacto (considerando el envejecimiento natural del animal), la ovariectomia (que es el
modelo quirdrgico mas preciso, ya que de esta manera se elimina la produccion de
esteroides ovdricos enddgenos) y los tratamientos quimicos (que es el mejor modelo que
simula la menopausia humana, por ejemplo el uso de 4-diepdxido de vinilciclohexano 6
VCD). Este ultimo modelo tiene el inconveniente de no poder disociar los efectos del
tratamiento con el carcindégeno quimico del que pudieran producir per se las drogas usadas
en el tratamiento antihormonal. Algo similar sucede con los farmacos aplicados para la
terapia de reemplazo hormonal, generalmente esteroides sintéticos, algunos con
comprobada accion carcinégena mamaria per se (Lanari & Molinolo 2002; Lee et al. 2016).
En este trabajo se utilizé la ovariectomia ya que, si bien no se asemeja a la transicion natural

de la menopausia en la mujer porque en ésta se produce en una edad avanzada y en forma
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progresiva, permitié controlar los niveles circulantes hormonales y realizar el tratamiento
con carcindgenos quimicos que, para que sean efectivos, deben administrarse a edades
tempranas. En nuestro modelo se demostré que el tratamiento con esteroides de origen
natural fue efectivo, tanto por los niveles hormonales que alcanzaron rangos fisioldgicos
como por el efecto que éstos ejercieron en el Gtero, y que fueron similares al grupo control
SHAM. Se ha demostrado que el uso de la ovariectomia y el comienzo de las intervenciones
una vez que los niveles de E2 han llegado a niveles indetectables en el plasma luego de 1 a
2 semanas, es un modelo de menopausia humana que ha sido y es ampliamente utilizado
(Diaz Brinton 2012). Por todo lo expuesto, este modelo es vélido para realizar estudios

concernientes a menopausia y terapia de reemplazo hormonal.

Esteroides ovaricos y epidemiologia de cancer de colon

Para llevar a cabo el modelo experimental de cancer de colon, se utilizé el carcinégeno
1,2-dimetilhidracina (DMH) que ha sido ampliamente usado para inducir adenocarcinoma
de colon y recto en roedores con alta incidencia y especificidad (Druckrey et al. 1967; Nalini
et al. 1997; Venkatachalam et al. 2016). La DMH es un inductor indirecto, ya que es
metabolizado a azoximetano que es el agente directo que produce la alquilaciéon del ADN
en las células epiteliales del colon (Juca et al. 2014). La histopatologia de los tumores
desarrollados con este carcindgeno es similar a la observada para los tumores de colon
esporddicos humanos (LaMont y O’Gorman 1978; Pozharisski et al. 1979; Ahnen 1985;
Rogers y Nauss 1985; Jackson et al. 1999) y es un modelo altamente versatil para estudios
de quimioprevencion, genética y biologia del cancer de colon (Bissahoyo et al. 2005).
Coincidentemente en el modelo llevado a cabo en esta tesis, los tumores producidos fueron
similares a los tipos observados en la carcinogénesis humana. Al mismo tiempo, el
tratamiento con DMH produjo una alta incidencia tumoral en todos los grupos
experimentales. Si bien no se observaron diferencias significativas entre los grupos, si se
evidencio una tendencia de que el tratamiento con E2 disminuye la tumorogénesis, ya sea

s6lo o administrado con P4. Con respecto a estudios epidemioldgicos en humanos, se ha
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descripto que los esteroides ovaricos tienen un efecto protector sobre el cancer colorrectal,
que varia entre un 20 % a un 40 % (Grodstein et al. 1999; Nanda et al. 1999; Lin et al. 2012).
Sin embargo en mujeres que recibieron la terapia mientras fueron diagnosticadas con esta
patologia, presentaron un estadio mds avanzado en la enfermedad. Por ello, aunque los
estrégenos son inicialmente protectores, una vez que el cdncer colorrectal ha sido
desarrollado, los estréogenos exdgenos aumentan su crecimiento (Foster, 2013). En un
metaanalisis llevado a cabo con datos publicados hasta el 2010, se concluyd que unos pocos
estudios examinaron las asociaciones entre la terapia con estrégenos versus terapia
combinada (estréogenos mas progestinas) y cancer colorrectal (Lin et al. 2012). El uso de la
terapia combinada redujo significativamente el riesgo de cancer colorrectal, mientras que
el uso de la terapia con estrégenos sélo se asocié a un menor riesgo. La evidencia es escasa
sobre un posible riesgo diferencial asociado con terapia combinada ciclica versus continua
o rutas de administracién (Mgrch 2016). Por otro lado, estudios in vivo han indicado que los
estréogenos inhiben la proliferacidn del cdncer colorrectal, mientras que otros sugieren que
provocan efectos mitogénicos en esta patologia (Foster 2013; Weige et al. 2009). Dichas
controversias pueden deberse a las diferencias en los modelos experimentales en cuanto a
la iniciacidn de la terapia (si es antes o posterior a la induccién carcinogénica), tipos y dosis
de esteroides utilizados, duracidn del experimento, entre otros. Por ejemplo, en modelos
de ratones con silenciamiento del gen APC (cuya pérdida produce tumores espontaneos en
colon), el tratamiento con E2 produjo un incremento en la expresiéon del REB y una
disminucién del REa, con una consecuente proteccién ante del desarrollo de la enfermedad
(Weyant et al. 2001). Por lo tanto, es probable que la terapia de reemplazo hormonal en
mujeres protege ante el cadncer de colon a través de un aumento del REB (Barzi 2013). Por
ello, la menor tendencia en la incidencia observada en los grupos donde estaba presente
E2 puede deberse a la expresién aumentada de este receptor, lo cual se discutira mas

adelante.

Esteroides ovaricos naturales y su efecto en la biologia del cancer de colon
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Por otro lado, el criterio que se tomé al momento de sacrificar los animales fue la
evidencia de algun sintoma del desarrollo tumoral, como por ejemplo la presencia de
diarrea, o pérdida de peso. Al graficar el dia de sacrificio, se encontré que el tratamiento
con P4 adelantd el mismo con respecto al tratamiento con E2+P4. Esto llevé a pensar que
iba a encontrarse alguna diferencia en la incidencia, pero no fue asi, sino que los tumores
del grupo tratado con P4 se hicieron mas evidentes en la sintomatologia de los animales y
esto llevé a adelantar su sacrificio. Dicho efecto puede haberse debido a la localizacion de
los tumores, que fue principalmente en el colon distal de las ratas. Por otro lado, tanto en
las curvas de supervivencia libre de tumor como en el nimero de tumores por rata, no se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. En este Ultimo punto, si se
observé una tendencia en los animales tratados con V a tener un numero mayor de
tumores. Esto estaria de acuerdo con el efecto protector de los esteroides ovaricos, tal
como ha sido reportado por Foster (2013) y Weige (2009), en este caso previniendo la
aparicion de nuevos tumores. Tanto el volumen como el peso de los tumores fueron
mayores en el caso de las ratas tratadas con E2, pero no se encontraron diferencias en la
densidad tumoral. Este resultado concuerda con Foster (2013) quien, como ya se menciong,
confirma que los estrégenos son protectores en el desarrollo del cancer de colon, pero en
estadios tempranos de la enfermedad. Sin embargo, una vez desarrollada, cumplen una
funcién proliferativa probablemente a través del REa, lo cual sera discutido mds adelante.
Con respecto al indice mitético/apoptotico de los tumores, se encontré aumentado en los
grupos SHAM y E2 y disminuido por el tratamiento E2+P4. Esta observacidn fue confirmada
por una disminucién en la expresion de PCNA y un aumento en la expresion de caspasa 3
total y una tendencia al aumento de la forma clivada. Ademas, el tratamiento E2+P4
aumentd la expresion de PARP clivado y caspasa 8 clivada, pero no produjo cambios en
caspasa 9 clivada ni en la relacion Bax/Bcl-2. Todos estos resultados confirman los efectos
apoptoticos del tratamiento combinado, principalmente a través de la via extrinseca. Si bien
el tratamiento individual con E2 aumenta el indice M/A en los tumores, este efecto se ve
revertido por el tratamiento combinado con P4. Esto sugiere que el efecto anti-apoptético

de E2 es reprimido por P4. Estos resultados concuerdan con las observaciones de Barzi
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(2013) que propone que los efectos producidos por P4 son opuestos a los de E2, a través de
la modulaciéon de los genes relacionados a E2. Ademas, también hay estudios que afirman
que la terapia de reemplazo hormonal sélo con estrégenos no produce cambios en la
prevalencia o supervivencia después de desarrollar cancer de colon en mujeres. Los autores
postulan que es necesaria la P4 para la proteccion ante este tipo de cancer por la
modulacion que ejerce sobre los efectos de los estrégenos en la carcinogénesis (Qasim et

al. 2011).

Receptores de los esteroides ovaricos y cancer de colon

Con respecto a la expresion de los receptores hormonales, estudios previos han
presentado resultados controversiales en la expresion del REa en el colon (Singh et al. 1993;
Oshima et al 1998), principalmente en ensayos de inmunohistoquimica llevados a cabo en
muestras de pacientes con cancer colorrectal, donde se los ha considerado negativos para
la expresion de este receptor (Slattery et al. 2000; Taggarshe et al. 2012). Dicha controversia
puede deberse a los diferentes tratamientos durante el procesamiento de los tejidos, el
método o los anticuerpos utilizados, o el nivel de tinciéon para considerar una muestra
positiva (Jiang et al. 2008). Otros autores confirman la expresion del REa en el colon, pero
en muy bajos niveles comparado con la isoforma B (Weyant et al. 2001; Qasim et al. 2011).
En este trabajo de tesis, se observd un incremento en la expresion del REa por el
tratamiento con E2 y una disminucion del mismo en los tumores del grupo E2+P4. La mayor
expresion de esta isoforma del receptor por el tratamiento con E2 puede explicar los efectos
proliferativos observados en el indice M/A, ya que su activacidon supone un aumento en la
proliferaciéon en células epiteliales, promoviendo asi la carcinogénesis (Chen & lverson,
2012). El tratamiento con P4 disminuye la expresién del REa y este efecto se ve potenciado
cuando ambas hormonas estan presentes. Recientemente se ha reportado en céncer de
mama que P4 promueve la interaccién directa entre su receptor y el REa, lo cual
redirecciona la actividad transcripcional del REa, bloqueando las acciones proliferativas
provocadas por E2 sélo (Mohammed et al. 2015). Este puede ser uno de los mecanismos

implicados en las observaciones obtenidas con respecto a P4 y el REa en el modelo de
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cancer de colon presentado en esta tesis. Por otro lado, con respecto a los receptores de
estrégenos, se postula que en la progresion del cancer de colon se va perdiendo la expresion
del REB con un aumento en la expresion del REa, lo que relacionaria este receptor con un
perfil mas invasivo de esta patologia (Armstrong et al. 2013). Otro estudio ha reportado que
la deficiencia del REa se asocia con una mayor expresion de los genes blanco de la via Wnt-
B-catenina, los cuales son claves para la carcinogénesis intestinal (Cleveland et al. 2009).
Mientras que otro estudio ha reportado que la soja y la estrona protegen a ratones que no
expresan el REa ante el desarrollo de cancer de colon, sugiriendo que esta isoforma del
receptor de estrégenos no es necesaria para mediar los efectos protectores de los
estrogenos en el cancer de colon (Guo et al. 2004). Por lo tanto, aunque hay varios reportes
sobre la presencia del REa en el colon, la senalizacidon de los estrégenos es mediada
predominantemente a través del REPB (Choijookhuu et al. 2016). Con respecto a la expresién
del REB en los tumores de este modelo, se vio disminuida en los grupos E2 y P4, mientras
gue aumentd significativamente por el tratamiento combinado. De esta manera la relacion
REa/REP se vio disminuida significativamente por el tratamiento combinado. Los efectos
pro-apoptoticos observados por el tratamiento combinado de E2+P4 pueden deberse al
aumento en la expresion del REB. Diversos estudios han descripto el rol antiproliferativo y
pro-apoptdtico del REB en los tumores de colon y se cree que dicho efecto puede deberse
a la combinacién de varios eventos tales como regulacion del ciclo celular, disminucién en
la expresién de oncogenes como MYC y MYB, regulacién de la respuesta antiinflamatoria y
un incremento en la capacidad de reparacion del ADN (Edvardsson et al. 2011). Justamente
la pérdida de la expresion del REB en el colon normal produce un mayor riesgo de padecer
cancer y ya, una vez que se ha desarrollado la enfermedad, una menor expresién se asocia
con menor porcentaje de supervivencia en los pacientes (Williams et al. 2016). Otra
evidencia del REB y sus efectos antiproliferativos ha sido presentada con respecto a los
compuestos naturales, incluyendo a los fitoestrégenos o agonistas selectivos del RE(, que
pueden activar o aumentar la expresion de este receptor en el colon y promover la
apoptosis en modelos pre-clinicos y en la clinica (Barone et al. 2008; Williams et al. 2016).

Por ultimo, con respecto a los receptores de progesterona, hay algunos trabajos que
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reportan la ausencia de la expresion de los RP4 en tumores de colon y ningun efecto de las
progestinas sobre la carcinogénesis en modelos animales (Heijmans et al. 2011). Sin
embargo, otros trabajos detectan la implicancia de P4, donde la expresién de los RP4
aumenta en orden de colon normal-adenoma-adenocarcinoma, demostrando un rol de los
receptores en esta enfermedad (Qasim, 2011). En los resultados obtenidos en esta tesis, se
observé una alta expresidn por el tratamiento con E2 y una baja en el grupo tratado con P4.
No se observaron cambios cuando se cuantificaron por separado las isoformas A y B del
RP4. Por estos resultados se concluye que el RP4 parece estar exclusivamente regulado
negativamente por su ligando, a diferencia de los RE que muestran tanto autoinduccion
como autorepresioén. En células uterinas se ha demostrado que los RE unidos a E2 aumentan
la expresion del RP4. Parece ser que en los tumores de colon este mecanismo de regulacién
permanece inalterado. Los efectos celulares de la P4 en colon han sido minimamente
estudiados, y la relacion entre P4 y los RE aun no esta dilucidada (Barzi et al. 2013). Hay
algunos trabajos que proponen a los progestagenos sintéticos como agentes
quimiopreventores sobre el cancer de colon, pero poco se sabe sobre el rol de la P4 natural
(Heijmans et al. 2011), ya que dichos trabajos han utilizado derivados sintéticos de esta
hormona porque son los mds comunes en las terapias de reemplazo hormonal. Pero éstos
pueden provocar efectos diferentes a los causados por la P4 natural. Es por ello que hay
tanta controversia en la bibliografia, lo que dificulta la comparacidn de resultados debido a
gue diferentes progestinas pueden asociarse a distintos tipos de estrogenos y a diferentes
regimenes de administraciéon (Campagnoli et al. 2005). Consecuentemente es necesario
estudiar el efecto que produce la P4 sobre el desarrollo del cancer de colon ya que es una
hormona que esta presente en los estadios tempranos de esta enfermedad en el caso de
mujeres en edad fértil. En el caso de mujeres postmenopdusicas, son cada vez mds quienes
eligen usar P4 natural como terapia de reemplazo hormonal en vez de las progestinas
sintéticas. Por ello resta dilucidar qué efectos tiene sobre la progresion tumoral, ya sea en

su accion individual como en conjunto con E2.

Accion de los esteroides ovaricos naturales en modelos de cancer de colon in vitro
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Con respecto a la participacion de los estrégenos en experimentos llevados a cabo
in vitro, se han reportado resultados opuestos, ya que se ha visto que inhibe asi como
también estimula el crecimiento de varias lineas celulares de cancer de colon (Fiorelli et al.
1999). Algunos autores aseguran que el tratamiento con estrégenos produce efectos
antiproliferativos, y que éstos son llevados a cabo por el REB, ya que se ha descripto que su
expresion aumentada produce apoptosis, diferenciacién celular y regulacion del ciclo
celular (Hartman et al. 2009; Edvardsson et al. 2011; He et al. 2012). Con respecto a P4
también hay controversia en los resultados obtenidos. Ciertos autores han descripto que
P4 no induce la inhibicién en el crecimiento de las lineas celulares DLD-1 (Nakayama et al.
2000), SW620 (English et al. 1999) y LoVo (Lointier et al. 1992). Mientras que otros sugieren
un rol antiproliferativo de esta hormona, pero sélo a altas concentraciones (8 x 10> My
107 M), ya que a dosis menores este efecto se pierde (10° My 1071° M) (Motylewska y
Meten-Mucha, 2009); y en el caso de las progestinas sintéticas, se ha demostrado que
también tienen un efecto antiproliferativo confirmando los efectos protectores de esta
hormona en cancer de colon (Tanaka et al. 2008). Los resultados obtenidos hasta el
momento en cuanto a los esteroides ovaricos y su accion en lineas celulares de cancer de
colon, son conflictivos. Esto puede ser debido a los diferentes tipos de células utilizados,
con su consecuente patron diferencial en la expresidn de los receptores hormonales, y a las
diferentes concentraciones y tipos de hormonas utilizadas. En este trabajo de tesis se
observé un efecto proliferativo de E2 a las 24 horas de tratamiento en las lineas HCT116 y
SW480. Cuando se compararon los tratamientos individuales y combinados, se observé que
P4 en una dosis de 107 M revierte parcialmente los efectos estimulatorios de E2. Estos
resultados apoyan los estudios ya mencionados que proponen a P4 con efectos opuestos al
de E2 sobre el crecimiento tumoral en cancer de colon. Resultaria interesante dilucidar cual
de las isoformas de su receptor estd involucrada en dicho efecto y a través de qué vias se

lleva a cabo.

Accion de los esteroides ovaricos naturales en cancer de mama
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Por otro lado, el rol de los esteroides ovaricos en el cancer de mama ha sido mucho
mas estudiado que en el cancer de colon. Estudios epidemioldgicos recientes han revelado
un incremento en la incidencia del cdncer de mama en mujeres que reciben terapia de
reemplazo hormonal con estrégenos mas progestinas, mientras que la terapia sélo con
estrégenos no. Por ello, se propone a uno de los progestagenos sintéticos utilizados, el
acetato de medroxiprogesterona, como facilitador del desarrollo de cancer mamario, al
actuar reduciendo la activacién de genes apoptéticos inducidos por estrégenos (Jordan

2015; Sweeney et al. 2014).

Esteroides ovaricos naturales y epidemiologia de cancer de mama

Diversos modelos animales han sido desarrollados para el estudio de esta patologia,
entre ellos el uso del carcinégeno DMBA en roedores (Barros et al. 2004). La mayoria de las
lesiones producidas en ratas tratadas con DMBA tienen su correspondencia en humanos, lo
que permite la proyeccion desde la investigacion bdsica a la clinica (Clarke 1997). En el
modelo utilizado en esta tesis, el DMBA no produjo tumores mamarios en ausencia de los
esteroides ovaricos. Se ha reportado que P4 natural no aumenta el riesgo de cancer
mamario cuando es utilizada en terapia de reemplazo hormonal en mujeres (Fournier et al.
2005), mientras que en modelos animales el uso de progestinas sintéticas administradas de
forma individual induce cancer mamario (Lanari & Molinolo 2002; Lee et al. 2016). En
nuestro modelo, el tratamiento con P4 produjo una baja incidencia tumoral del 22 %,
mientras que la adicidn de E2 la aumentd hasta un 75 %. Esto se relaciona con un efecto
protector de P4 natural ante el desarrollo tumoral, el cual es revertido por la presencia de
E2. Por otro lado, el tratamiento sélo con E2 produjo una incidencia tumoral del 90 %.
Diversos estudios en modelos animales han demostrado tanto efectos promotores como
inhibidores de los esteroides ovaricos sobre la carcinogénesis mamaria (Rajkumar et al.
2003; Tsukamoto et al 2007; Stires et al. 2016), dependiendo del origen y dosis de los
mismos, tiempo y ruta de administracién y si el tratamiento comienza antes o después de
la exposicion al carcinégeno. La incidencia en el grupo control SHAM fue del 100 %, algo

mayor que el tratamiento combinado de E2 y P4. Esto puede deberse a que dichos animales,
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al tener los ovarios intactos, poseen el ciclo estral y las oscilaciones en los niveles
hormonales contribuyen al crecimiento tumoral. Este efecto también se hizo evidente al
analizar la latencia de aparicién de tumores del grupo SHAM, donde tendieron a aparecer
antes que los demads grupos sometidos a la terapia de reemplazo hormonal. A su vez, el
tratamiento soélo con P4 aumentd la sobrevida libre de tumor, confirmando el efecto
protector de esta hormona, tal como se ha descripto para mujeres que han usado P4 natural
como terapia de reemplazo hormonal (Fournier et al. 2005). Estudios emergentes sugieren
que la accién de P4 es dependiente del entorno, como por ejemplo la exposicién hormonal
(presencia versus ausencia de estrégenos), tipo de drgano blanco (ya que posee acciones
proliferativas en la mama pero antiproliferativas en el Utero), dependencia de ligando
(factores de crecimiento o quinasas) y reaccion cruzada con otros receptores nucleares
(Nair et al. 2016). Por otro lado, con respecto a la multiplicidad tumoral, se observé que el
tratamiento sélo con E2 produjo la mayor cantidad de tumores por rata, seguido por los
grupos SHAM y E2+P4. Mientras que P4 produjo la menor multiplicidad, confirmando una
vez mas el efecto protector ante el desarrollo tumoral. Aln asi, en presencia de E2 este
efecto se ve atenuado por la accién protumoral de esta hormona, el cual puede deberse al

estado de los receptores discutido mas adelante.

Esteroides ovaricos naturales y su efecto en la progresion del cancer de mama

Los tumores provenientes del tratamiento combinado y SHAM crecieron mas rapido.
Sin embargo, el tratamiento sélo con E2 produjo un crecimiento mas lento. En este aspecto,
la combinacion de ambas hormonas parece acelerar el crecimiento tumoral. Estas
observaciones se correlacionan con el indice mitdtico, ya que se observé un aumento por
el tratamiento combinado y una disminucion por E2. En cuanto al indice apoptético, el
mayor valor también lo produjo el tratamiento con E2+P4. Al hacer la relacién entre los
indices M/A, se observd una disminucion por el tratamiento con E2 y un aumento por P4.
En este aspecto, el lento crecimiento en los tumores de E2 se ve reflejado en el menor indice
M/A observado, lo que implicaria un efecto mas bien pro-apoptético de E2 en los tumores

mamarios. Si bien estd documentado que los estrégenos estan involucrados en el desarrollo
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y la proliferacién del cdncer de mama (Clemons & Goss 2001), también han surgido indicios
de que el E2 es capaz de inducir apoptosis en modelos animales (Osipo et al. 2003; Zhang
et al. 2009) y en células de cdncer de mama que han sido deprivadas de estrégenos por
largo tiempo o han sido tratadas exhaustivamente con anti-estrégenos (Lewis-Wambi &
Jordan 2009). Al sumarse la accidon de P4 a E2, este efecto pro-apoptdtico se mantiene,
aunque también hay mayor presencia de células en mitosis. Esto puede explicar el
crecimiento acelerado de los tumores del grupo E2+P4, lo que supone un mayor recambio
de células en mitosis/apoptosis. Para confirmar estas observaciones, se analizaron
proteinas marcadoras de proliferacidn y apoptosis. Con respecto a la expresion de PCNA se
observé un aumento por el tratamiento con E2 en comparacion a E2+P4, mientras que P4
presentd la menor expresion de Ki67. La expresion disminuida de PCNA por el tratamiento
combinado se condice con una menor relacion Bax/Bcl-2 y una tendencia a una mayor
expresidon de caspasa 3 total, lo que explica el mayor indice apoptético observado en los
tumores de este grupo. Aparentemente los mecanismos apoptéticos serian llevados a cabo
por la via intrinseca, pero esto deberia ser confirmado con otros marcadores, como por

ejemplo la caspasa 9 clivada y estudios sobre proteinas del ciclo celular.

Receptores de los esteroides ovaricos y cancer de mama

Con respecto a la expresion de los receptores hormonales se observé que, si bien el
tratamiento con E2 aumenta la expresion del REa en los tumores mamarios y aumenta la
expresion de PCNA, no se observa un efecto proliferativo por el indice mitético en los
tumores en el momento que fueron extirpados. Con respecto a la expresién del REB, se
observé su presencia en todos los tumores sin diferencias entre los tratamientos
hormonales. Al hacer la relacidon entre ambos tipos de receptores, no se observaron
diferencias entre los grupos, aunque si una tendencia a estar aumentada por el tratamiento
con E2, mientras que muy disminuida en los grupos P4 y E2+P4. Considerando los efectos
antiproliferativos que produce la activacion del REB, el efecto pro-apoptdtico observado
por el tratamiento combinado se condice con la baja relacién de las isoformas de los RE.

Esto podria indicar que los efectos apoptdticos ejercidos por E2+P4 son conducidos por el
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REB en los tumores mamarios. Hay estudios recientes que confirman la presencia de este
receptor como un marcador prondstico favorable en los tumores mamarios humanos
(Elebro et al. 2016) y por otro lado la sobreexpresiéon del REB previene la formacién tumoral
en modelos animales (Paruthiyil et al. 2004). Con respecto a la expresion de los RP4 se
encontrd por inmunohistoquimica que su localizacién fue nuclear en todos los grupos, pero
no se observaron diferencias cuantitativas en su expresién. Al hacer el andlisis entre las
isoformas Ay B por Western blot, se observé una tendencia al aumento de las mismas por
el tratamiento con P4, ya sea sélo o combinado con E2. Estos resultados concuerdan con
estudios llevados a cabo en ratas (Stires et al. 2016), donde confirman que en los tumores
se pierde la regulacién normal de P4 en la glandula mamaria, ya que en el tejido normal el
tratamiento con P4 produce una disminucion de su receptor. Estos resultados arrojan un
poco de claridad sobre el rol de P4 sobre la carcinogénesis de mama, que aun hoy en dia es

considerado controversial (Diep et al. 2015; Mohammed et al. 2015).
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CONCLUSIONES GENERALES

e El 17-B estradiol y la progesterona natural tienen una participacion activa y

moduladora sobre la carcinogénesis de colon y de mama.

e Cuando son administrados de manera individual, sus efectos sobre la carcinogénesis
son diferentes entre el modelo experimental de cancer de colon y el de cdncer de
mama. Si bien el 17-B estradiol es imprescindible para la carcinogénesis mamaria,

no lo es para el cancer de colon.

e En cambio, su accién conjunta produce efectos antiproliferativos en los tumores de
colon y mama, demostrando un efecto protector luego de iniciada la patologia.
Dichos efectos son modulados por una expresidon aumentada de la isoforma beta del
receptor de estréogenos y una expresion diferencial de los receptores de

progesterona.

PERSPECTIVAS

La base fundamental del desarrollo de esta tesis ha sido poder dilucidar la accién de
los esteroides ovdricos naturales sobre la progresién de dos patologias que son muy
prevalentes en la actualidad alrededor del mundo, y de las cuales la accién hormonal
permanece aun controversial. Si bien se han podido establecer las acciones que ejercen
estos esteroides ovaricos sobre la progresiéon tumoral en un modelo in vivo, éste posee sus
limitaciones. El uso de cultivos primarios de los tumores obtenidos en los modelos
experimentales podria arrojar herramientas de estudio mucho mads versatiles, y de esta
manera poder dilucidar mecanismos que el modelo in vivo no lo permite. También el uso
de lineas celulares tumorales establecidas ha permitido una versatilidad en el desarrollo de

los experimentos, aportando grandes conocimientos en la ciencia que han podido ser
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aplicados a la salud humana. Especificamente hablando de los receptores esteroidales, el
uso de inhibidores o su silenciamiento en células que los expresan, permite estudiar su
accion sobre diferentes mecanismos en los que estdn implicados. Segun los resultados
obtenidos, seria de gran valor poder utilizar estas metodologias para dilucidar las acciones
individuales o en interaccidn entre las diferentes isoformas de los receptores de estrégenos
o progesteronay poder diferenciar si dichas acciones son llevadas a cabo por vias genémicas
0 no-gendmicas, y la interaccién entre los mismos, sobre todo en cancer de colon, donde
no ha sido dilucidado. También seria interesante poder estudiar los cambios epigenéticos
gue pueden llegar a producir los esteroides ovaricos tanto en tejido normal como tumoral,
y si estos estan implicados en la carcinogénesis. Ademas, se podria investigar si otros tipos
de muerte celular, aparte de la apoptosis, pueden estar implicados en los efectos de los
esteroides en esta patologia. Se espera poder seguir aportando conocimientos sobre la

implicancia de estas hormonas y el impacto que tienen en la salud humana.
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