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Resumen.

Los estrégenos (E2) son hormonas esteroides esenciales para el crecimiento y
desarrollo de la glandula mamaria normal y para la mayoria de los canceres de
mama. Ejercen sus efectos gendmicos a traves del receptor de estrogenos (RE),
un factor de transcripcion inducible por ligando. Se conocen dos tipos de tumores
mamarios, los que expresan el RE (RE+) y los que no (RE-); los ultimos presentan
un fenotipo mas proliferativo e invasivo. Con el objetivo de establecer si la re-
expresion del REa pudiera recrear el fenotipo hormono-dependiente y regular la
proliferacion celular, nos propusimos desarrollar una linea celular de cancer de
mama que nos permitiera establecer si en condiciones de re-expresion del REa, la
estimulacién estrogénica induce la disminucion de la proliferacién celular. Usamos
la linea de cancer de mama humano MDA-MB 231(REa-) para transfectarle de
manera estable el gen que codifica para REa, usando el sistema de regulacion de
la expresion genética dependiente de tetraciclina de Gossen y Bujard (Tet-Off
System). Denominamos esta linea MDA-A4-5/2 y en ella, la expresion del REa es
regulada de forma dosis-dependiente de doxiciclina, se traduce de manera similar
a como lo hace el receptor endégeno, con afinidad por el ligando y capacidad de
union a elementos de respuesta a estrégenos como se observa por la activacion
de genes reporteros. En esta linea celular demostramos, tanto por cuenta celular,
como por fraccion celular en fase “S”, que la estimulacién estrogénica
efectivamente induce una disminucion significativa de la proliferacion en
condiciones de re-expresion del REa, y que este efecto es mediado por el
receptor, ya que los antiestrogenos tamoxifen e IClI 182,780 bloquean esta
inhibicién. Cuando evaluamos la expresién del gen endégeno de progesterona
observamos una correlacion positiva entre la expresion de ambos receptores.
Nuestros resultados sugieren que la re-expresion del REa en lineas celulares de
cancer de mama RE negativa recrean, al menos parcialmente, un fenotipo
hormono-dependiente y esto pudiera ser de futura utilidad en el tratamiento de
esta patologia.



Abstract.

Estrogens (E2) are essential for the growth of normal breast and most estrogen
receptor (ER) positive breast carcinomas. ER-negative breast carcinomas are
often difficult to treat. In an attempt to determine if expressing the human ERa in
an ectopic manner could restore the hormone responsiveness and modulate the
cell growth, we have expressed the human wild type ERa in ER-negative breast
cancer cell line MDA-MB 231 using a tetracycline-regulated expression system. In
this cell line, named MDA-A4-5/2, the ERa expression was regulated by
doxycycline in dose-dependent fashion. The ERa was correctly translated, had an
appropriately hormone binding affinity and bound well to estrogen response
element containing DNA. Estradiol treatment of ERa containing cells suppressed
proliferation of the cells, as a demonstrated by direct cell count as well as by flow
cytometry S-phase fraction, while the pure antiestrogen ICI 182,780 and the partial
antiestrogen tamoxifen blocked this effect. We examined endogenous
progesterone receptor (PR) gene expression in MDA-A4-5/2 cells by RT-PCR
amplification and showed PR expression only in ERa expression conditions. These
results suggest that the re-expression of the ERa in ER-negative breast cancer
cells recreate, at least partially, a hormone-responsive phenotype. The ability of E;
to suppress the proliferation of ERa-negative breast cancer cells that re-express
ER might be useful as a therapy approach for controlling the growth of ER-negative

breast cancer cells.



Introduccion.

1. Estrégenos: Definicién y estructura.

El término estrégenos (Ez) es una denominacién genérica que incluye algunas de
las hormonas sexuales femeninas secretadas por los ovarios, que determinan el
desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias y el inicio de la madurez
sexual en las hembras de los mamiferos, ademas de muchas otras acciones
relacionadas con la reproduccion. Los mas importantes en cuanto a su efecto
fisiologico son el 17B-estradiol (estra-1,3,5[10]-triene-3,17B-diol) y la estrona (3-

hidroxi-estra-1,3,5[10]-trien-17-ona).

Ambos poseen un anillo A aromatico, su ruta de sintesis ovarica parte de los 4-
ene-C19-esteroides, androstenediona y testosterona, que son convertidos a
estrona y 17B-estradiol, respectivamente, por un complejo enzimatico localizado
en la membrana del reticulo endoplasmico liso. Este complejo conocido como
“aromatasa” (por la estructura aromatica de sus productos) es un citocromo P-450
con funciones mixtas de oxidasa que cataliza una reaccién multietapas que
conducen a la remocion del grupo metilo del C-10, liberado como acido férmico,
seguido de un rearreglo del anillo A para originar una estructura aromatica. La
reaccion requiere de NADPH y O molecular (Gore-Langton 1994).
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Figura 1. Estructura quimica de los estrégenos.



2. Sitio de sintesis de los estrégenos

En todas las especies de mamiferos las principales estirpes celulares involucradas
en la esteroidogénesis ovarica son de dos tipos basicos; a) las células secretoras
de respuesta a hormona luteinizante (LH) que incluye las de la teca interna y las
intersticiales del estroma ovarico y b) las células de respuesta a hormona
estimulante del foliculo (FSH) que corresponden exclusivamente a las de la
granulosa (aunque estas adquieren la capacidad de responder a LH con la
maduracién folicular). Estos dos tipos celulares difieren en cuanto su origen
embrioldgico y funcién en los procesos de produccién de hormonas esteroides.

La sintesis final de los estrégenos se lleva a cabo de manera conjunta entre
ambos tipos celulares; aunque con ligeras diferencias entre las diversas especies
de mamiferos. Se acepta que las células de la teca e intersticiales producen
principalmente, a partir de colesterol, los esteroides de 19-C del tipo de los
andrégenos como androstenediona o androsterona pero su capacidad de
aromatasa, si es que existe, es muy limitada. La funcién principal de las células de
la granulosa, dentro de este proceso de esteroidogénesis, es la conversion de
estos andrégenos a compuestos de 18-C como los estrégenos.

La base funcional de la cooperacion en la biosintesis de estrégenos transcurre de
la siguiente manera,; las células de la teca son estimuladas por la LH para producir
androgenos aromatizables los cuales son secretados y atraviesan la membrana
basal para llegar a las células de la granulosa, las cuales responden a la
estimulacién con FSH incrementando su actividad de aromatasa sin produccion
propia de sustratos aromatizables para, finalmente, sintetizar estrégenos.

( O’Malley 1991, Gore-Langton 1994 ).



3. Estructura del receptor de estrogenos (RE):

Los E: ejercen sus efectos a nivel gendmico a través de un receptor especifico,
que se une directamente a secuencias especificas de DNA, conocidas como
elementos de respuesta a estrogenos (ERE), y en forma indirecta, junto con otros
factores de transcripcidbn (complejos AP-1), a los sitios AP-1 y activa la
transcripcion de los genes estrégeno-dependientes (Parker 1993, Parker 1995,
Enmark 1999).

La estructura funcional del RE es la que le permite actuar como un transductor de
la sefial hormonal ya que contiene regiones especificas; en el extremo N terminal
se encuentra el dominio de activaciéon transcripcional 1 (TAF-1), que es
independiente de ligando, y el dominio de unién a DNA (DBD) que presenta dos
“dedos de zinc” a través de los cuales se une a los ERE's en el DNA. Hacia el
extremo C terminal se encuentra el dominio de activacion transcripcional 2 (TAF-
2), que es dependiente de la union del ligando, y el dominio de unién a la hormona
(HBD) por medio del cual el RE reconoce y se une a la hormona natural 6 con sus
diversos ligandos; el RE se une a las secuencias consenso en DNA en forma de
dimero (Parker 1993, Parker 1995, Iwase 1998, Beato 2000, Landers 1992,
Barrén 1997).

Se conocen dos formas nucleares del RE humano, la forma a (REa) que fue
clonada y secuenciada a partir de células MCF 7 (cancer de mama humano)
(Green 1986, Greene 1986) y la forma B (REB) identificada posteriormente a
partir de una genoteca de expresion de testiculo humano (Mosselman 1996). El
gen del REa esta localizado en el cromosoma 6g25.1 (Menasce 1993) y el del
en el cromosoma 14g22-24 (Enmark 1997). El primero codifica para una proteina
de 65 KDa (595 aminoacidos, aa) y se expresa principalmente en mama, utero,
hipotalamo, hipdfisis y ovario. El segundo codifica para dos isoformas, una de 55
KDa (485 aa.) y otra de 60 KDa (530 aa) (Enmark 1997, Moore 1998, Ogawa
1998), las cuales se expresan principalmente en riidn, timo, pulmén, bazo,
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hipotalamo, hipdfisis, prostata, testiculo, ovario, sistema digestivo, vejiga, y
glandula mamaria (Enmark 1997). Ambas formas pueden coexistir en el mismo
tejido y en las mismas células e incluso algunos resultados experimentales
sugieren la posibilidad de que se formen heterodimeros funcionales entre ellas
(Peterson 1997, Hall 1999).

Se sabe que ambas formas presentan 96% de homologia en el DBD y 53% en el
HBD, pero en total solo comparten 45% de homologia y contienen la misma
regionalizacién funcional, (Ogawa 1998, Gustafsson 2000, Enmark 1997).

Asimismo se han identificado por inmuhistoquimica algunas formas
transmembranales del REa enddgeno en células MCF7 (cancer de mama
humano) (Powell 2001), es evidente que la existencia de un RE membranal
explicaria los efectos inmediatos de los E; en algunos tejidos. Por otro lado
cuando se transfectd establemente, en células CHO (ovario de hamster Chino), el
DNA complementario (DNAc) tanto de la forma a como de la B, se observé que
los receptores de ambos compartimentos celulares (nuclear y membranal) se
originan del mismo transcrito y presentan constantes de disociacion (Kd) similares,
pero la forma membranal solo representa una pequena proporcion (3%) de la
expresion de la forma nuclear (Razandi 1999). A pesar de que no existen
evidencias decisivas sobre la existencia de un RE transmembranal, si existe un
creciente cuerpo de evidencia experimental que indica que los E2 pueden iniciar
cascadas de sefalizacion intracelular desde el exterior de la célula y pueden, de
hecho, utilizar las vias de transducciéon de sefiales comunmente empleadas por
otras moléculas de serializacion extracelular como los factores de crecimiento
(Coleman 2001).

El REa como todos los otros receptores hormonales, esta codificado por un gen
unico que contiene 8 exones y se divide en seis regiones, A-F. Asi, el exén 1
codifica para el dominio N-Terminal (A/B), los exones 2-3 , el dominio de unién al
DNA (C); el exén 4 para el conocido como dominio "bisagra" (D); y los exones 5-8

11



codifican para la regiéon de union del receptor al esteroide (E-F) (Fig. 2). Para que
un receptor cumpla con su funcién debe llevar a cabo varias etapas: translocacion
al nucleo, unién al ligando, dimerizacion del receptor, unién al DNA y activacion de
la transcripcion. Todas estas funciones se llevan a cabo por |la presencia de sitios
especificos dentro de la secuencia de aminoacidos que conforman esta proteina
(Krust 1986).

180 263 302 553 595 aa.
COOH

Figura 2. Estructura y organizacion funcional del REa. el dominio A/B contiene
la funcién de activacién de la transcripciéon 1 (TAF 1) que es independiente de la
unién del ligando, el dominio C la region de unién a DNA (DBD); entre la regién C
y D se encuentra la sefial de localizacion nuclear (NLS). El dominio E contiene las
regiones de union a la hormona (HBD) y la de activacion de la transcripcion 2 (TAF
2) dependiente de la unidn con la hormona; finalmente el dominio F, en el extremo
C terminal juega un papel regulador de la actividad transcripcional de receptor.
(Adaptado de; Tsay 1994, Parker 1995, Montano 1995).

El dominio de unién a DNA (DBD) es del tipo de los “dedos de zinc’; tiene 9
residuos de cisteina los cuales estan formando dos de estos complejos, cada uno
de los cuales tiene un ién de este elemento unido a 4 residuos de cisteina para
formar la estructura proteica que mas comunmente interactia con secuencias de
DNA (O’Malley 1991).

Los RE's se encuentran localizados principalmente en el nucleo,
independientemente si estdn o no unidos a su ligando, sin embargo, existen
algunas evidencias que sefialan que a pesar de que también se encuentra en el
citoplasma, éste se transporta rapidamente al nucleo por un mecanismo
dependiente de energia (Guichon-Mantel 1991, Dauvois 1993). La region
principal de sefializacién para la localizacion del receptor a nivel del nucleo esta
formada por tres regiones basicas que se encuentran cercanas al extremo C-
terminal del dominio de unién al DNA, las cuales estan expuestas aun en ausencia
del estradiol (Picard 1990, Ylikomi 1992).
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Desde hace varios anos se acepta que el RE sin ligando se encuentra formando
un complejo oligomeérico en el cual se pueden encontrar algunas otras proteinas
unidas, como la hsp90 (heat-shock protein) (Catelli 1985, Redeuilh 1987) u otras
proteinas como la hsp70, p59,p54,p50,p23, pero no se ha determinado si éstas se
encuentran directamente unidas al receptor 6 lo hacen a través de la propia hsp90
(Pratt 1993).

La presencia de la hsp90 mantiene al receptor inactivo en ausencia del ligando y
es importante para el enrollamiento de la proteina y el transporte del receptor a
través de la membrana nuclear (Smith 1993). Chambraud (1990) y Schiatter
(1992) demostraron que el sitio de union de la hsp90 se localiza en el dominio de
union del receptor a la hormona, situado en la region C-terminal del receptor y
que esta constituido por 250 aa. Este sitio ha sido bien caracterizado por
diferentes investigadores (Katzenellenbogen 1987, Kumar 1986, Fawell 1990) y
se sabe que los aminoacidos que se encuentran en la region entre 518-525 son
necesarios para la union del estrégeno a su receptor (Danielian 1993).

El complejo activado RE-E; se une en forma de homodimero o heterodimero a
secuencias especificas de DNA conocidas como ERE, las cuales han sido
identificadas como un palindrome invertido de 13 pares de bases. Este fue
originalmente localizado en la region promotora del gen de vitelogenina A2 de
Xenopus laevis y corresponde a la secuencia GGTCACAGTGACC,; anteriormente
ya se habia identificado la presencia de este palindrome en promotor de varios
genes regulados por estrégenos (Klein-Hitpass 1988). Las investigaciones
posteriores determinaron que la parte importante de la secuencia de este
palindrome son las 5 bases de los extremos, quedando establecida la secuencia
como sigue: GGTCANNNTGACC, en donde N puede ser cualquier base, y aunque
quiza no sea importante el tipo de base de que se trate, se sabe que si es
importante su presencia fisica por que se ha determinado que el receptor a
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hormona tiroidea tiene la misma secuencia externa pero solo hay una base
interna, es decir, N=1 (O’Malley 1991 ).

El RE es una proteina altamente fosforilada y un gran numero de autores
coinciden con el hecho de que dicha fosforilacion (in vivo) ocurre en los residuos
de serina (Denton 1992, Lahooti 1994, LeGoff 1994, Washburn 1991)
mostrando a su vez evidencias de que dicha condicion es importante para su
funcién, sin embargo para compuestos con actividad antiestrogénica, como el
grupo de los ICI o el tamoxifen, se ha demostrado que incrementan la fosforilacion
del receptor en sitios especificos sin activar la transcripcion.

En relacién a lo primero se tiene el hecho de que a pesar de que la proteina se
encuentra fosforilada, la presencia de la hormona genera un gran incremento en
los niveles de fosforilacion (Orti 1992, Kiuper 1994); por otro lado, se ha visto que
algunos factores que actuan en forma independiente a los esteroides (Vg. factor
de crecimiento epidérmico, factor de crecimiento similar a la insulina 1) son
capaces de inducir la fosforilacion y activacion del RE a través de sefales que
generan una cascada de eventos de fosforilacion (Tsai 1994). Por ultimo se sabe
que la fosforilacion del receptor tiene influencia sobre los mecanismos de unién del
ligando, de unién al DNA, en la activacién de la transcripcion y el reciclamiento de
los receptores (Kiuper 1994).

4. Acciones de los estrogenos.

Las acciones de los E; en general se relacionan con la reproduccion y el
comportamiento sexual de los mamiferos y contribuyen al éxito de los procesos
reproductivos a diferentes niveles, Actuan sobre los centros del sistema nervioso
central que controlan el comportamiento sexual y permiten el coito en el momento
en que los ovocitos maduros son liberados de los foliculos. También favorecen el
transporte de los ovocitos y los espermatozoides para que se lleve a cabo la

fecundacion y determinan los cambios uterinos que se requieren para la
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implantacion, el desarrollo embrionario, la gestaciéon y el parto (Gore-Langton
1994) y en la glandula mamaria provocan el aumento del estroma, el desarrollo del
sistema de ductos y los depdsitos de grasa (Guyton 1992).

Todas estas acciones la llevan a cabos los E> al regular la proliferacion celular, el
crecimiento, diferenciacion y fisiologia de muchos tejidos conocidos como de
“respuesta estrogénica”; ente los que se incluye; el Gtero (Strauss 1991), oviducto
(Lau 1990), la glandula mamaria (Going 1988), hipotalamo (Sar 1986) e hip&fisis
(Friend 1995).

Asimismo en tejido 6seo estos esteroides ejercen un papel importante en su
mantenimiento y se ha demostrado su importancia en la fisiologia de otros tejidos
como el higado (Lachelin 1991,Ciocca 1995) asi como el hecho de gran
importancia clinica de su participacion en la aparicion y mantenimiento de
algunos tumores derivados de mama ( van de Vijver 1991, Fuqua 1991, Fuqua
1992), utero (Bergvist 1993, Howell 1994, Kohler 1995, Ma 1994,) y de préstata
(Konishi 1993), y en lineas celulares derivadas de estos tejidos ( Ferguson 1995,
Garcia 1992, Phillips 1993, van agthoven 1993), asi como de ovario (Clinton
1996).

La estimulacion estrogénica induce la sintesis de somatomedinas como el factor
de crecimiento similar a insulina 1 (IGF-1) (Huynh 1993), factor de crecimiento
transformante a. y B (TGF a y B ) (Arrick 1990), factor de crecimiento epidérmico
(EGF) (Mouihate 1995) y su receptor (EGFr) (Lingham 1988), también
incrementa la expresion de los protooncogenes c-myc (Murphy 1987), c-fos
(Hyder 1991) y c-jun (Hyder 1995) involucrados en la regulacion de la expresion
genética y la sintesis de DNA (Strauss 1991).

5. Mecanismo de accién estrogénica.
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Histéricamente la investigacion sobre los mecanismos de accion de la
estimulacion estrogénica se inicié de la década de los 60’s cuando se identificaron
algunas proteinas intracelulares con capacidad de unirse a esteroides sexuales
con alta afinidad y especificidad (Jensen 1962). Pocos anos después dos grupos
de investigacién propusieron, en forma independiente, el primer modelo de accién
estrogénica que suponia la existencia de receptores celulares especificos que al
unirse con la hormona iniciaban una serie de eventos que finalmente conducian a
una modificacién de la expresidn genética de las células de respuesta a la
hormona (Jensen 1968, Gorski 1968). Posteriormente la investigacion en este
campo se vio incrementada debido a la relacién que se encontré entre cierto tipo
de canceres femeninos y las hormonas sexuales.

El modelo que se acepta actualmente asume que los estrogenos libres difunden
pasivamente hacia el interior de la célula, una vez dentro son retenidos por la
formacion de un complejo con el RE, que se encuentra en una concentracion
promedio de entre 10,000 a 100,000 moléculas por célula. Cada receptor se une a
su ligando con una alta afinidad, con constantes de disociacién entre 108-107"°
M. Esta unién significa la “activacion” del receptor, y se asocia con la fosforilacion
en residuos aminoacidos especificos y cambios conformacionales que le permiten
unirse a sitios especificos en DNA, conocidos como elementos de respuesta a
estrogenos (ERE'’s), y de actuar como un activador o modulador transcripcional
(Katzenellenbogen 1980, Landers 1992).

Este modelo se ha ido modificando de acuerdo a los hallazgos experimentales y
cada vez se complica mas la vision de los mecanismos de accién de la
estimulacion estrogénica, ahora se sabe que la accion de los estrogeros se lleva a
cabo ejerciendo su efecto transcripcional inicial sobre genes de respuesta
temprana que codifican para proteinas reguladoras (como los protooncogenes
myc, fos y jun) que actuan como estaciones de relevo para la accidon hormonal y

que a su vez activan transcripcionaimente a otros genes estructurales,
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responsables del cambio fenotipico en las células, aparte del efecto directo que los

E2 presentan sobre genes estructurales. (Fig. 3).

regulador l )
proteina

estructural 1  estructural 2

Figura 3. Modelo propuesto para el mecanismo de accién los estrégenos.
E»= estrogenos, RE= receptor de estrogenos, ERE= elemento de respuesta a
estrégenos, TF= factores de Transcripcion. (Adaptado de Landers 1992)

Con base a las nuevas evidencias de la investigacion en este campo, es claro que
esta es una vision simplificada de los eventos biologicos que dirigen, controlan y
regulan la expresion genética de una célula y que, en el caso de los tejidos de
respuesta estrogénica, tienden principalmente hacia procesos de crecimiento,
proliferacion y diferenciacién, y en algunos casos hacia la transformacion

neoplasica.

Esta situacion ha llevado a muchos grupos cientificos a la busqueda de nuevos
conocimientos para entender los mecanismos y las vias involucradas en la accion
de estos esteroides. A la fecha existen multiples estudios cuyos hallazgos
involucran basicamente tres rutas de regulacion y sefalizacion celular; i) la de
adenilato ciclasa (AMPc), ii) la de los protooncogenes nucleares, principalmente
fos, myc y jun, vy iii) la de los factores de crecimiento particularmente el EGF y el
IGF-I.
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6. Cancer de mama.

El cancer de mama es un tumor maligno que se desarrolla de las células de la
mama, ocurre principalmente en mujeres pero también ocasionalmente en
hombres. El tipo general de cancer de mama es el adenocarcinoma, que tiene
origen en el epitelio glandular de la mama y presenta dos clases principales; el
carcinoma ductal que, como su nombre lo indica, se origina en los ductos de
paso de la leche y representa aproximadamente el 80% de todos los casos de
cancer de mama, y el carcinoma lobular, originado en los lobulos productores de
leche, que representa aproximadamente el 15-20% de los casos (American
Cancer Society 2000).

Con excepcion del cancer de piel no-melanoma, el cancer de mama es la
malignidad celular mas comunmente diagnosticada en las mujeres. En el mundo
entero, para el afio 2000, se registraron 1 050,346 nuevos casos de cancer de
mama y 372,969 muertes. En México, para el mismo periodo, se registraron
15,063 nuevos casos y 4,716 muertes. Asimismo se estima que para el ano 2001
alrededor de 1.2 millones de personas fueron diagnosticadas con este tipo de
cancer en todo el mundo (International Agency for Research on Cancer, iarc
2001).

La Sociedad Americana de Cancer estima que en 2001 seran diagnosticados en
los Estados Unidos, aproximadamente, 192,200 nuevos casos de cancer de mama
invasivo en mujeres, asi como 1500 casos en hombres y solo el cancer de pulmoén
presentara una mortalidad mayor, si consideramos que 40,800 mujeres pueden
morir por cancer de mama para el mismo periodo y pais. Desde 1990 las tasas de
incidencia ajustadas por edad para Estados Unidos se han mantenido estables en
aproximadamente 110 casos por 100,000 mujeres/afio (American Cancer
Society 2000, Alberg 2000). El cancer de mama es, ademas, el cancer fatal mas

comunmente diagnosticado en la unidn europea (Hill 1997).
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Estos datos implican que el cancer de mama es uno de los principales problemas
de salud del mundo y desafortunadamente en la actualidad no se conocen los
mecanismos moleculares y celulares que estan involucrados en el desarrollo de
tumores malignos y unicamente se han identificado algunos factores de riesgo que
se asocian con esta enfermedad.

Un factor de riesgo es cualquier cosa, circunstancia, actividad, actitud y/o
disposicién genética que incrementa la probabilidad de un individuo de contraer
una enfermedad, pero el hecho que una persona presente uno o varios factores de
riesgo no significa, necesariamente, que esa persona contraera la enfermedad.
Incluso cuando una mujer que tiene un factor de riesgo desarrolla cancer de
mama, eso no prueba que este halla sido la causa del cancer (American Cancer
Society 2000). El riesgo total de una mujer de padecer cancer de mama a lo largo
de su vida es de 1 en 12 (Hill 1997).

Los factores de riesgo que mas ampliamente se aceptan para el cancer de mama
comprenden; el género, ya que la enfermedad es 100 veces mas comun en las
mujeres que en los hombres. La edad es otro factor de riesgo importante ya que el
77% de las mujeres con cancer de mama tienen mas de 50 afos al momento del
diagnostico y el numero de casos en mujeres menores de 30 afos es del 0.3%.
Existen factores genéticos como mutaciones en genes supresores de tumores,
como p53, BRCA1 y BRCA2 que incrementan el riesgo, asi como la historia
familiar y personal de cancer de mama, la menarca temprana y climaterio tardio.
Asimismo se especula que el no haber tenido un embarazo a término y no haber
amamantado antes de los treinta anos incrementan el riesgo de una mujer de
contraer la enfermedad (American Cancer Society 2000).

Una forma especifica de cancer de mama es el hereditario o familiar que se
caracteriza por aparicidn temprana, alta incidencia de enfermedad bilateral y
asociacion con otros canceres (Hill 1999). La predisposicion genética es

responsable del 5-10% de todos los casos de cancer de mama y, obviamente, de
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un porcentaje mucho mayor de los casos de enfermedad temprana. Se han
identificado un numero de genes asociados con alto riesgo de cancer de mama en
los cuales se incluyen BRCA1 y BRCA2 los cuales tienen funcion de supresores
de tumores y aunque la frecuencia de mutacion en estos genes es baja, en ciertas
poblaciones se pueden presentar hasta en 1% (Ellisen 1998, Unger 2000). Es
posible que tanto BRCA1 como BRCA2 interactien con Rad51, una proteina
involucrada en reparacion de dafio a DNA y en recombinacién meidtica. A
diferencia de los genes BRCA, el gen de p53 se encuentra mutado en el 50% de
los canceres esporadicos de mama, lo cual indica que su principal papel se
encuentra en la progresion tumoral mas que en la predisposicion genética (Ellisen
1998, Unger 2000).

Aunque la proporcion de todos los canceres de mama que pueden ser
directamente atribuibles a factores hereditarios es baja, las predicciones
epidemioldgicas calculan que 36% de los casos de cancer de mama diagnosticado
por debajo de los 30 afios de edad de la paciente pueden ser ligados a factores
genéticos (Ellisen 1998, Unger 2000). '

En los casos de cancer de mama donde se involucran los geneé supresores de
tumores como BRCA1 y BRCA2 asi como p53, se supone que estos deben actuar
de manera recesiva ya que ambas copias del gen tienen que estar mutadas para
que aparezcan células tumorales y se piensa que en los casos esporadicos ambos
alelos presentan mutaciones somaticas en.el tumor y en los casos hereditarios o
familiares un alelo esta mutado en la linea germinal y el otro ha mutado
somaticamente en el tumor (van de Vijver 1991).

En cancer de mama humano la amplificacion y la delecion de un numero de
genes es relativamente frecuente y, en cambio son relativamente raras las
mutaciones puntuales y/o las translocaciones. La amplificacidon implica un
incremento en el nimero de copias de un gen, de su RNA mensajero (RNAm) y de
la proteina, lo que le otorga una ventaja selectiva de crecimiento a las células que
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la presentan. Las mutaciones de los genes de la familia ras son raras en cancer de
mama humano, pero se ha visto que del 9 al 33% de los casos se asocian a
amplificacion del gen neu (también conocido como c-erb-B2 o HER-2) y esta
amplificacion correlaciona con un pronéstipo pobre (van de Vijver 1991).

7. Papel de los estrégenos en cancer de mama.

Las hormonas y factores de crecimiento son importantes para el crecimiento y
diferenciaciéon de la glandula mamaria normal y en el crecimiento de los tumores
de mama. Entre ellos se incluyen los E3, glucocorticoides, progesterona, prolactina
y algunos factores de crecimiento como el IGF-1 e IGF-2, el EGF y los factores de
crecimiento transformante a y B (TGFa y TGFB). En lineas celulares de cancer de
mama se ha visto que la dependencia hormonal, sobre todo a estrégenos, puede
ser superada por una alta expresién del gen v-ras, pero debido a que las
mutaciones puntuales de ras son poco comunes en cancer de mama humano, se
piensa que no estan involucradas en el crecimiento estrogeno-independiente (van
de Vijver 1991). '

Las hormonas, tanto endégenas como exdgenas al inducir la proli'feracién celular,
incrementan el namero de divisiones celulares y la oportunidad de errores
genéticos fortuitos. Los errores en la replicacion de DNA durante el ciclo celular
generan mutaciones que en un arreglo espacio-temporal especifico pueden dar
lugar a un fenotipo maligno. El surgimiento de este fenotipo depende una serie de
mutaciones somaticas que ocurren durante la divisién celular, pero los genes
especificos involucrados en el proceso de carcinogénesis hormonal son aun
desconocidos, aunque los candidatos deberian incluir los asociados a vias
endocrinas, los de reparacion de dafo a DNA, los genes supresores de tumores y
los oncogenes (Henderson 2000).

Actualmente se reconoce que la estimulacion estrogénica es uno de los
principales factores de riesgo para el desarrollo y mantenimiento del cancer de
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mama (Henderson 1988, Hankinson 1997, Eisen 1998). Una gran cantidad de
evidencia epidemioldgica y experimental implica a los E; en la etiologia del cancer
de mama, y varios estudios en animales han demostrado que estos esteroides
pueden inducir y promover tumores mamarios en roedores y que la ovariectomia o
la administraciéon de antiestrégenos tienen un efecto opuesto.

Aparentemente los factores de riesgo mas ampliamente aceptados para cancer de
mama, como el sexo, la edad, la menarca temprana y gestacion, lactancia y
climaterio tardios, se relacionan con una dosis acumulativa de estrégenos a la que
el epitelio mamario es expuesto. Los resultados de 29 estudios epidemiolégicos
sobre niveles endoégenos de estrégenos en mujeres posmenopausicas muestran
que las pacientes que subsecuentemente desarrollaron cancer de mama
presentan 15% mas de concentracion sérica de estradiol que las mujeres no
afectadas. Aparentemente existe suficiente evidencia cientifica para establecer
una estrecha asociacion entre cancer de mama y estrégenos (Henderson 2000).

Esta percepcion es apoyada por algunos trabajos realizados en modelos animales
de carcinogénesis inducida quimicamente. Un modelo de cancer de mama bien
documentado es el de induccion por Nitroso-metilurea (NMU) en ratas. Con la
simple inyeccién de este carcinégeno a los 50 dias de edad, se desarrollan
carcinomas de mama en un periodo de 6-12 meses y en el 80% de esos tumores
se encuentran mutaciones en el gen c-Ha-ras donde se cambia una adenina (A)
por una guanina (G) en el codén 12 (GGA cambia a GAA). En el caso de induccion
por Dimetilbenzantraceno (DMBA) los tumores contienen el gen Ha-ras activado
en el 25% de los casos y aqui la mutacion activante se encuentra en el codon 61.
Por lo tanto se acepta que la mutacién puntual en Ha-ras es concomitante con la
iniciacion del proceso de carcinogénesis, pero se sabe que se requieren mas
etapas para el desarrollo del tumor y una de esas etapas involucra la accion de las
hormonas, ya que la ovariectomizaciéon de las hembras antes de la exposicion a
NMU disminuye la aparicion de tumores a niveles insignificantes. En estos
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tumores las hormonas se comportan como un mitégeno que expande el nimero
de células expuestas a la mutacién (van de Vijver 1991).

De hecho una de las razones por la que se intensific en las dos ultimas décadas
la investigacion en el campo de los mecanismos de la accién estrogénica y el
papel del RE en proliferacion celular se debe a la relacion existente entre
estimulaciéon estrogénica y la aparicion y mantenimiento de neoplasias tanto
benignas como malignas en mama.

Existe suficiente evidencia que, aunque el fenédmeno de oncogénesis es
multifactorial y multietapas, relaciona estrechamente la estimulacion estrogénica y
el cancer de mama, ya que como se ha mencionado anteriormente, si
descartamos los casos de cancer de mama familiar que se asocian principalmente
a mutaciones en los genes BRCA1 y 2, todos los demas factores de riesgo para
cancer de mama identificados epidemiolégicamente se asocian a una exposicion
acumulativa a E; durante la vida de una mujer (Henderson 1982, Thomas 1984,
Henderson 1988, Marchand 1994).

La induccién de tumores por estrogenos y sus esteres, fue descrita a finales de los
anos 1930, en cobayos y en 1940 en ratones. Recientemente la Agencia
Internacional para Investigacion en Cancer determind que la evidencia de la
actividad carcinogénica del 17B-estradiol en animales es suficiente para considerar
esta hormona como un carcinégeno (iarc 2000). Se ha observado que la
administracion de E; a ratones incrementa la incidencia de tumores mamarios,
hipéfisiarios, uterinos, vaginales y de hueso; en ratas los E; incrementan la
incidencia de tumores de mama y de hipdfisis (Liehr 2000). Es de mencionarse
que estos modelos tumorales fueron desarrollados usando dosis farmacolégicas
con el objeto de observar la actividad tumorigénica de estas hormonas en un
periodo de tiempo corto.
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En humanos es aceptado que niveles ligeramente mas elevados de estrogenos
son un factor de riesgo para el cancer de mama, también se acepta que los
estrégenos exdgenos elevan el riesgo de tumores mamarios. Aparentemente los
estudios de modelos animales de cancer mamario y los epidemioldgicos en
humanos identifican plenamente a los E; como carcinégenos y es por esto que la
IARC considera que existe evidencia suficiente para clasificar a los estrégenos
como carcindégeno, obviamente como un carcinégeno débil comparado con otros
carcinégenos de laboratorio como el NMU, el DMBA y el benzopireno, lo cual es
claramente entendible si consideramos que los estrégenos son hormonas
enddgenas activas a niveles picomolares, una gran actividad carcinogenética
representaria una desventaja evolutiva para muchas especies (Liehr 2000).

Los estudios que se han realizado para determinar la genotoxicidad de los E; se
han enfocado en los catecolestrogenos y sus metabolitos ya que son
hidroquinonas que pueden ser facilmente oxidadas a quinonas y semiquinonas
reactivas a DNA, pero este mecanismo carcinogenético no requiere de la
presencia del RE, por lo que se piensa que la ruta de la estimulacién estrogénica
mediada por receptor representa una via que se liga indirectamente, por medio de
la induccidn de la proliferacién celular, y no directamente, por medio de induccion
de dafio a DNA, al proceso de oncogénesis (Liehr 2000)

Independientemente de su probable actividad como inductor primario de tumores,
por su actividad mutagénica, se cree que los E; también pueden, por su actividad
proliferativa mediada por el receptor de estrogenos (RE), fijar cualquier dano a
DNA tanto inducido o espontaneo, que provea a las células tumorales de una
ventaja adaptativa sobre las células normales. (Liehr 2000).

De hecho uno de los eventos clinicos de mayor importancia tanto en el diagnéstico
como el pronéstico y estrategias de tratamiento en las pacientes de cancer de
mama es la determinacion de la dependencia hormonal del tumor, esto es, la
presencia de los receptores hormonales, principalmente receptor de estrogenos
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(RE) y receptor de progesterona (RP) (Henderson 1982,Thomas 1984,
Henderson 1988, Marchand 1994)

Aproximadamente el 60% de los canceres de mama expresan el RE y de éstos
solo el 60% responden a la terapia con antiestrégenos, basicamente con Hidroxi-
tamoxifen (TAM) que es el de uso clinico generalizado, pero los tumores
desarrollan resistencia a l|la terapia dentro de los siguientes 5 anos
aproximadamente (van de Vijver 1991, McDonnell 1995).

Se puede decir que existen dos tipos de cancer de mama, i) los que expresan en
RE y que, en principio, responden a estimulacion estrogénica e inhibicién
antiestrogénica, que se denominan RE+, y ii) los que no lo expresan (RE-) y que
por lo tanto no responden ni a E; ni a antiestrégenos (Mcguirre 1986, van
Agthoven 1993).

El curso clinico de ambas entidades es diferente, y se sabe que los tumores RE+
presentan un fenotipo menos agresivo, responden mejor a la quimio y radioterapia
asi como a la terapia adyuvante con antiestrégenos y la sobrevida de las
pacientes es mayor y de mejor calidad. Contrariamente las pacientes con tumores
RE- responden mal a los tratamientos y en general presentan una menor
sobrevida (McDonnell 1995). Estos hechos evidencian diferencias en el ambito
celular entre ambos tipos de tumores que, aparentemente, podrian representar
unicamente diferencias en la expresion del RE y las implicaciones de respuesta a
estimulos en la maquinaria celular que ello conlleva.

Desafortunadamente las pacientes con tumores mamarios RE+, progresan hacia
independencia hormonal, que puede implicar la pérdida de la expresion del RE y
progresiéon hacia el fenotipo mas agresivo (van de Vijver 1991). Las causas de
este fendmeno no se conocen, aunque se ha observado que en algunos casos se
asocia con la sobreexpresion del protooncogen Ras (van Agthoven 1993), con la
presencia de islotes GpC hipermetilados en el extremo 5 del gen del RE
(Ferguson 1995, Lapidus 1997) o con la expresion constitutiva del factor nuclear

25



kB (Nashatri 1997). Las causas que inducen la pérdida de expresion del RE por
células que en condicion normal lo expresaban se desconocen, aunque se piensa
que puede formar parte del proceso de des-diferenciacion celular que es comun
en las células que han sufrido inmortalizacion y transformacion neoplasica tanto in
vivo como in vitro.

8. Efecto de la reexpresion del RE en lineas celulares de cancer de mama.

De capital interés han sido algunos estudios realizados durante la ultima década
en los cuales se sugiere que la reexpresion del RE en diversas lineas celulares,
incluyendo algunas de cancer de mama humano que no expresan el RE (RE-)
correlaciona con una disminucién de la proliferacién y capacidad invasiva de las
células tumorales.

Aunque de hecho actualmente no se conocen del todo los mecanismos que
operan en la regulacion del crecimiento celular y tisular por los estrégenos, se
sabe que en el tejido normal estrégeno-dependiente, la estimulacién hormonal del
crecimiento y diferenciacion son controlados cuidadosamente. Por el contrario, la
proliferacién de células cancerosas dependientes de estrégenos es descontrolada
y aberrante. Se sabe que la estimulacion estrogénica induce la expresion de
multiples genes involucrados en la regulacion de la proliferacion celular, como los
protooncogenes c-myc (Murphy 1987), c-fos (Hyder 1994) y c-jun (Webb 1993,
Nephew 1994) y ademas puede, paralelamente, inhibir la expresién de genes de
arresto especifico del crecimiento (genes gas) con lo que incrementa su potencial
proliferativo (Ferrero 1993).

Esto ha llevado a un creciente interés por determinar si la expresion del RE en un
linaje celular es suficiente para hacerla sensible a los efectos en proliferacion
inducidos por E,. Con este fin se transfectd establemente el DNAc del RE humano
en células 3T3 (fibroblastos de ratén no sensibles a E;) y se observd que la
estimulacién con E; no tenia un efecto promotor del crecimiento, sin embargo en
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una clona que exhibia caracteristicas de céiulas transformadas, los E; mostraron
un efecto inhibidor del crecimiento y eventuaimente, cierta citotoxicidad (Gaben
1991). Este mismo efecto ha sido observado en otras lineas celulares que
normalmente no expresan el RE y que son transfectadas establemente con el gen
que codifica para este receptor, por ejemﬁ:lo en células Hela (carcinoma cervico-
uterino humano) la estimulacion con E; causa inhibicidn de la proliferacion y este
efecto correlaciona con los niveles de expresion del RE (Maminta 1991).
Asimismo cuando el experimento se realizé en células CHO (ovaricas de hamster
Chino) se observo este mismo efecto inhibidor del crecimiento, e incluso téxico, de
los Ez (Kushner 1990).

Por otro lado en algunos estudios in vitro relacionados con los efectos de los E;
sobre el crecimiento de lineas celulares de osteosarcoma RE+, se demostré que la
estimulacidn estrogénica induce proliferacion celular (Gray 1987, Kaye 1990), sin
embargo cuando la linea de osteosarcoma humano HTB96, RE-, se transfectd
establemente con el gen que codifica para el REa humano (REah) se observé una
inhibicién del crecimiento en respuesta al tratamiento con E; (Watts 1989, Watts
1994). Este mismo efecto inhibidor de la proliferacién celular fue observado en la
linea celular de osteosarcoma de rata Ros17/2.8 cuando se le transfecté el REa
de ratén (Migliaccio 1992).

Un hecho conocido es que la proliferacion de las lineas celulares de cancer de
mama RE+, como MCF7 y T47D, es altamente estimulada por E2 (Dickson 1988),
pero se ha visto que la induccién de la expresion de un REa exégeno en lineas
celulares de cancer de mama humano RE-, como MDA-MB 231 (Garcia 1992,
Jiang 1992, Zajchowski 1993), 21T (Zajchowski 1993), MDA-MB-468 (Wang
1997) y en lineas celulares de mama normal RE- inmortalizadas in vitro
(Zajchowski 1991, Zajchowski 1993), en todos los casos correlaciona con una

disminucion de la proliferacién de esas células al tratamiento con E..
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Este fenémeno inhibidor de los E; es paraddjico, dado que en condiciones
normales tienen efectos mitogénicos debido a la induccion y regulacion de varios
genes cuyos productos controlan el ciclo celular, como c-myc, c-fos y c-jun y que
ademas pueden presentar un efecto indirecto sobre la proliferacion celular a través
de la induccién de timidina cinasa (Kasid 1986), catepsina D (Rochefort 1989) y
la regulacion de diversos miembros de la familia del factor de crecimiento
transformante 8 (TGFB) (Knabbe 1987, Arrick 1990). Los E; también regulan la
expresion de otros genes como el del receptor a progesterona (RPg) (Kaneko 93,
Bhattacharyya 1994)), el del factor de crecimiento epidérmico y su receptor (EGF
y EGFr) (Nelson 1991, Ignar-Trowbridge 1996, Curtis 1996), el factor de
crecimiento similar a insulina 1 (IGF-1) (Ma 1994, Clayton 1997, Klotz 2000),
prolactina (PRL) (Yen 1974) y el gen de ovoalbumina (Gaub 1993) y la expresion
de estos genes regulados por E; es tejido-especifica. Parte de esta especificidad
puede ser atribuida a la expresion del RE, sin embargo la expresion diferencial de
los genes de respuesta a E;, aun en tejidos que expresan el RE, indica que son
necesarios otros factores tejido-especificos para explicar la complejidad de los
efectos estrogénicos en los tejidos estrogeno-dependiente.

Estos factores pudieran ser los recientemente descubiertos correguladores
(Takimoto 1999, Montano 1999) y/o coactivadores (Ofate 1995, Gee 1999) que
son de expresion tejido-especifico y que se ha visto que juegan un papel
importante en la expresion diferencial de genes, en respuesta a estimulacion
estrogeénica en los tejidos estrogeno-dependientes.

Para tratar de entender el efecto inhibidor de los E; sobre la proliferacion de las
células transfectadas con el RE es, por lo tanto, necesario estudiar los efectos
directos e indirectos que la estimulacidon estrogénica, actuando sobre un RE
exdgeno, presenta sobre los genes endégenos involucrados en la regulacion del
ciclo celular y de la proliferacion.
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Se pueden sugerir algunas explicaciones para describir los efectos
antimitogénicos de los E; en las células transfectadas con el RE; i) la induccion de
la expresion de genes que codifican proteinas inhibidoras del crecimiento y/o
citotoxicas debida a rearreglos genéticos consecuencia de la transfeccion (Gaben
1991), ii) la expresion constitutiva elevada del RE, lo que llevaria a una
interferencia transcripcional, afectando otros genes que normalmente no
responden a E; (Watts 1989, Webb 1992, Watts 1994), vy iii) que en realidad la
transfeccion estable del REa en células de cancer de mama, que han perdido la
capacidad de expresarlo, recree, al menos en parte, un fenotipo estrégeno-
dependiente que permita eventos reguladores que se habian perdido en el
proceso de desdiferenciacion celular presente en todo proceso de inmortalizaciéon
celular y transformacion neoplasica. Esta ultima posibilidad es la que estimula los
trabajos que se realizan es este sentido, por que a pesar de que el significado real
de este tipo de hallazgos aun esta por establecerse, el potencial que representan,
sobre todo con intencidn terapéutica, podria ser de suma importancia en el futuro.

Una de las principales objeciones a los trabajos citados anteriormente, radica en el
hecho de que se evaluan los efectos antiproliferativos de los E; al comparar las
clonas transfectadas con las lineas celulares parentales no transfectadas o en
aparente ausencia de E,, desde y, por lo tanto, estas diferencias en proliferacion
pudieran deberse a la transfeccidon misma reflejando resultados espurios, que no
reflejan una diferencia fisiologica real de las transfectantes con su clona de origen.

Es por esta razén que el objetivo de este trabajo fue propuesto con la finalidad de
evaluar el efecto que los E; tiene sobre la proliferacion de la linea celular de
cancer de mama RE- denominada MDA-MB 231, en la cual se ha re-expresado
establemente el gen que codifica para la forma silvestre del REa. (HEGO) usando
el sistema de regulacién de la expresion genética dependiente de tetraciclina de
Gossen y Bujard (TetOff System) el cual permite regular la expresion, en este
caso de este receptor, en forma dosis-dependiente del antibidtico (Gossen 1992,
Gossen 1995).
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Objetivo General.

Evaluar el efecto de la reexpresion del REa sobre la proliferacion de la linea
celular de cancer de mama MDA-MB 231 en respuesta al tratamiento con

estrégenos.

Objetivos Particulares.

1. Establecer un modelo celular de cancer de mama humano en el que sea

posible regular la expresion del REa.
2. Analizar la proliferacion de este modelo celular en condiciones
experimentales de estimulacion con estrégenos en presencia y ausencia del

RE«.

3. Evaluar la expresioén del receptor de progesterona en respuesta a

estimulaciéon estrogénica en presencia y ausencia del REa
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Metodologia.

a) Cultivo celular.

La linea MDA-MB-231 (ATCC # HTB-26) se cultivd en medio Leibovitz L15
(GIBCO) suplementado con 10% suero bovino fetal (FBS, GIBCO), 2 mM de
glutamina (SIGMA) y mezcla de antibidtico/antimicético (GIBCO) (Medio
normal). La linea CHO (Chinese Hamster Ovary) AA8 (Clontech) que expresa
establemente el TetTA y que se usé como control positivo para los ensayos de
luciferasa, se cultivdé en Alpha-MEM (Hyclone), suplementado de la misma
manera. Todas las lineas celulares se cultivaron en ambiente de 5% de CO,a 37 °
C, en una incubadora Forma Scientific modelo 3158. Para los ensayos con el gen
reportero pTRE-LUC se usaron los mismos medios, suplementados con FBS libre
de tetraciclina (Clontech) y cuando se usé pERE-CAT se cultivaron las células en
medio Leibovitz L15 sin rojo fenol y suplementado con FBS libre de tetraciclina
previamente tratado con carbén activado para deprivar de hormonas esteroides.

Para la inhibicién de la expresion del RE se utilizaron 10 ug/ml de Doxiciclina
(DOX, SIGMA). Para los ensayos en presencia del RE se dejé el medio libre de
DOX.

La seleccion de las clonas positivas para la primera transfeccion estable se
realizd con higromicina B (BOEHRINGER) a concentracion de 300 pug/ml y para la
segunda transfeccion, 20 pg/ml de puromicina (SIGMA); para el mantenimiento de

las clonas resistentes se uso la mitad de esas dosis.

b) Plasmidos.

Se usaron las construcciones pTet-Off (Fig. 6) y pTKHyg (resistencia a
higromicina B, Tet-Off system, Clontech) para la primera transfeccion estable y
pTRE-HEGO (Fig. 7) y pRST (resistencia a puromicina, Tet-Off System, Contech)
para la segunda transfeccion estable. Ademas usamos pTRE+LUC como
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reportero para evaluar la capacidad de regulacion de la actividad del tetTA y

pERE-CAT para evaluar la capacidad de regulacion de la expresion de RE«x.

Todos los plasmidos se amplificaron en la cepa DH5a de E. Coli competente y se
aislaron y purificaron con el kit de purificacion de DNA-plasmido Concert high
purity Maxi-prep-DNA system (GIBCO) de acuerdo al protocolo del fabricante. Se
determind concentracion y pureza de DNA por medio de andlisis
espectrofotométrico de absorbancia a 260 y 280 nm. de longitud de onda
considerando siempre una relacién DO 260/DO 280> 1.8

c) Subclonacién del gen HEGO en pTRE.

Tanto las digestiones con endonucleasas de restriccion, como el aislamiento y
purificacion del inserto, asi como la linearizacion del vector se realizaron de
acuerdo a las técnicas descritas en Current Protocols in Molecular Biology
(Ausubel 1997). El aislamiento y purificacién del gen HEGO se realizé por
digestion de pCMV-HEGO (amablemente donado por el Dr. Joerg Klug, Institut fur
Molekularbiologie und Tumorforschung, Marburg, Alemania.) con Eco R1 y
electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusion (Promega) al 1% y su
posterior digestion con B-agarasa (2 U/200 ul de agarosa, Promega), el vector
(PTRE) se linearizé con la misma enzima de restriccion y se tratd con fosfatasa

alcalina para inhibir su recircularizacion.

La ligacion se realizdé con T4DNA ligasa (GIBCO) y se transformé la cepa DH5a de
E. Coli, las transformantes positivas se seleccionaron con 100 pg/ml de ampicilina
en medio solido terrific Broth (GIBCO).

Posterior a la seleccion de las clonas transformantes con los productos de ligacion
del inserto HEGO/EcoR1 en pTRE se procedid a determinar el sentido de la
insercién, para ello se utilizé la técnica del mapeo de restriccion, se determiné usar
las enzimas de restriccion Xba 1 y Hind Ill debido a que, tanto el vector como el
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inserto, presentan un sitio unico de restriccion para ambas enzimas. La figura 4
muestra el patrén de restriccion con las enzimas Xba 1 y Hind Ill, de dos clonas
positivas para el vector-inserto, en el que podemos ver que, de acuerdo al patron
esperado, los carriles 3 y 7 muestran la posicion adecuada del inserto (sentido),
los carriles 2 y 6 muestran una clona en la que la insercidn esta en antisentido. El
carril 1 corresponde a DNA del fago ¢ 174 digerido con Hae lll, que constituye un
marcador de peso molecular, asi como las bandas en el carril 4 que corresponden
a DNA del fago A digerido con Hind llI; finalmente en el carril 5 se observa el
vector-inserto sin digerir. La clona usada para amplificar el vector pTRE-HEGO fue

la que se encuentra en los carriles 3y 7.

23,130
9,416
6,557

4,361
2,329

1,353

1,078
872
603
310

Figura 4. Patron de restriccion del vector pTRE-HEGO para identificar el
sentido de la insercion del gen HEGO.
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CARRIL DNA ENZIMA

1 174 Hae Il (MPM)

2 pTRE-HEGO Xba 1 (antisentido)
3 pTRE-HEGO Xba1 (sentido)

4 A Hind Il (MPM)

5 pTRE-HEGO - sin digerir.

6 pTRE-HEGO Hind Il (antisentido)
T pTRE-HEGO Hind Il (sentido)

Enzima de restriccion Xba 1

Plasmido Posicion No. de fragmentos Longitud
pTRE(circular, 3146 pb). 477 1 3146 pb.
HEGO(lineal 1822 pb) 1151 2 1134, 671 pb.
pTRE-HEGO (sentido) 1601, 2299 2 698, 4270 pb.
pTRE-HEGO(antisentido) 1121, 2299 2 1178, 3790 pb

Enzima de restriccién Hind lll.

Plasmido Posicién No. de fragmentos  Longitud
PTRE 941 1 3146
HEGO 1033 2 1016, 789
pTRE-HEGO(sentido) 1483, 2763 2 1280, 3688
pTRE-HEGO(antisentido) 1239, 2763 2

1524, 3444.

Los marcadores de peso molecular usados fueron:
-p174/Hae lll que genera 11 fragmentos de:

1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 271, 234, 194, 118 y 72 pb
- A DNA / Hind lll que genera 8 fragmentos de;

23 130, 9 416, 6 557, 4 361, 2 322, 2 027, 564 y 125 pb.

d) Determinacion de la concentracion opfima de seleccién con higromicina B

Para determinar la concentracion éptima de seleccion de las transfectantes
positivas de la primera transfeccion estable, se sembrarén 2x10° células MDA-MB
231 en cajas Petri para cultivo celular de 60 mm de diametro con medio normal y
se adicionaron 0, 100, 200, 300, 400, 600 y 800 pg/ml de higromicina B y, por
ultimo se eligié la concentracién minima que inicié la muerte masiva los 5 dias y
que elimind todas las células a los 14 dias.
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e) Determinacién de la concentraciéon optima de seleccién con Puromicina.

Para determinar la concentraciéon adecuada para la seleccion de las transfectantes
positivas de la segunda transfeccidn estable, se sembraron 2X10° células de la
clona MDA-A4, seleccionada de la primera transfeccion estable, en cajas Petri de
cultivo celular de 60 mm. de diametro y se afadioé al medio normal 0, 5, 10, 20 ,
25, 30, 35, 40, 45 y 50 pug/ml. de puromicina. Se eligié la concentracion minima del
antibiético que inicie la muerte celular masiva a los S dias de cultivo y que elimind
todas las células a los 14 dias.

f) Determinacién de la densidad celular 6ptima para seleccion.

Para determinar la densidad celular 6ptima de seleccidén de las transfectantes
positivas, la linea MDA-MB 231, se sembraron 5X10% 10° 2X10° 5X10° 10°
5X10° células en cajas Petri para cultivo celular de 60 mm. de diametro con medio
suplementado con 300 pug/ml de higromicina B y se eligio la densidad celular que
presento 80 % de confluencia al dia 5 de cultivo. Asimismo para determinar este
parametro en la clona MDA-A4 se siguid la misma estrategia pero usando la

concentraciéon de puromicina en 20 ug/ml.
g) Transfecciones transitorias.

Todas la transfecciones se realizaron por la técnica de co-precipitacion con fosfato
de calcio, incubacion con el precipitado de DNA por 6 hrs. y choque con glicerol 15
% durante 2’ (Ausubel 1997). Después de la transfeccion las células se cultivaron
durante 48 hrs., se levantd la monocapa por raspado y se lisaron por 5 ciclos
sucesivos de congelamiento-descongelamiento (3 min/cada uno). Se almacenaron
a -20°C para su posterior uso en los ensayos de expresion de genes reporteros.
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h) Transfecciones estables.

Estas transfeciones se realizaron por el mismo método pero con la diferencia de
que en la mezcla de DNA se agreg6 un plasmido de resistencia a un antibiético,
para la primera se uso el de higromicina (pTK-Hyg) y para la segunda el de
puromicina (pRST) para que la seleccion de las clonas positivamente
transfectadas se efectue con este antibiético. La diferencia fundamental estriba en
que las clonas establemente transfectadas se conservan como lineas
permanentes (Ausubel 1997).

i) Recuperacion de las clonas establemente transfectadas

Después del periodo de seleccién con el antibiético, aproximadamente 30 dias, se
recuperaron las clonas, bajo observacion con microscopio estereoscopico, en
ambiente estéril, con una micropipeta con punta de 200 ul de capacidad, cada
colonia fue pasada a una caja individual y cultivadas para su posterior analisis con
el gen reportero adecuado.

j) Analisis de la expresion de genes reporteros

i) Luciferasa (LUC)

Las clonas producto de la primera transfeccion estable fueron sometidas al ensayo
de regulacion de la expresion del tetTA por medio del gen reportero de luciferasa
(Brasier 1992) que fueron realizados con el plasmido pTRE-LUC de acuerdo a la
técnica descrita previamente (Ausubel 1997). En la primera fase se hicieron
ensayos de “todo o nada”, es decir, con y sin 1 ug/ml de DOX y las clonas que
registraron la actividad del reportero se incluyeron en la siguiente fase. Esta
consistid en una curva dosis-respuesta en funcion de concentraciones crecientes

de DOX dentro del rango exponencial de 0-1. ug/ml .

36



El registro de la emision de luz se realizé en un luminémetro Bio-Orbit modelo
1251, los datos se analizaron con el programa Multiuse 1.01 (Bio-Orbit). La clona
que expreso la actividad de LUC en funcion de DOX en forma dosis-dependiente
se paso a la segunda transfeccién estable. Estos ensayos se realizaron en medio
Leibovitz L-15 suplementado con SBF libre de tetraciclina (Clontech)

ii) Cloramfenicol acetil-transferasa (CAT)

Las clonas producto de la segunda transfeccion estable fueron sometidas a
ensayos de regulacion de la expresion del gen que codifica para el REa. Para esto
se utilizé un plasmido reportero que contiene el gen de la enzima cloramfenicol
acetil-transferasa (CAT), controlado por el ERE, lo cual genera el plasmido ERE-
CAT. Igualmente se realiz6 en dos etapas; la primera en ensayos de “todo o nada”
con la adicién de E; (10® M), en ambos casos, y en presencia (10 pg/ml) o
ausencia de DOX, y la segunda en curvas dosis respuesta en donde se mantuvo
la misma concentracion de E; y se observd la respuesta del reportero a
concentraciones exponencialmente crecientes de DOX (0-10 pg/ml).

Estos experimentos se realizaron en medio Leibovitz L-15, sin rojo fenol (GIBCO),
suplementado con SBF libre de tetraciclina, el cual fue tratado previamente con
carbon activado, con el fin de eliminar las hormonas esteroides.

La actividad de CAT se evaluo por medio de cromatografia en capa fina con
cloramfenicol marcado con C'* y revelado por autorradiografia (Sambrok 1989). El
analisis se realizd por medio de densitometria con el programa Collage 2.0 (Image
Dynamics Corp.) y los resultados fueron corregidos por actividad de f

galactosidasa que se usd como control interno de eficiencia de transfeccion
k) Curvas de proliferacién celular ( Butler 1991, Freshney 1991).

Se sembraron 5X10* células por pozo en placas de cultivo de 6 pozos, en las
condiciones descritas en la tabla 1, se inicid la cuenta a las 24 hrs. lo cual
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constituye el tiempo cero y se conté cada 24 hrs. La cuenta se realizé en un
contador de células nucleadas Coulter modelo T-660 por triplicado para cada
tratamiento. Para los pozos con estimulo el medio de cultivo fue Leibovitz L15 sin

rojo fenol suplementado con FBS libre de tetraciclina tratado con carbén activado.

POZO TRATAMIENTO

1 Medio de cultivo normal

17B-estradiol (10° M)

17B-estradiol (10°M ) + IC1 182,780 (10° M)

17B-estradiol (10° M) + OH-TAM (10° M)

17B-estradiol (10® M) + Doxiciclina (10 ug/ml)

M i bl Wi N

Vehiculo (Etanol absoluto, 1000X)

Tabla 1. Esquema de tratamiento aplicado a la clona MDA-A4-5/2 para evaluar
el efecto proliferativo de; 17-estradiol (2), ICI 182,780 (antiestrégeno puro, 3), 4-
hidroxitamoxifen (antiestrégeno parcial, 4), doxiciclina (inhibidor de la expresion

del REx, 5) y el vehiculo en que se encuentran solubilizados los farmacos (etanol
absoluto, 6).

1) Determinacién de la fraccion celular en fase “S”

Se evalud a través del establecimiento del ciclo celular por medio de tincion con
loduro de propidio (Pl) en un citémetro de flujo Coulter-EPICS-ALTRA. Usamos
cultivos celulares, previamente sincronizados, que se encontraban en fase de
crecimiento logaritmico, cultivados en medio suplementado de acuerdo a la tabla
1.

Para sincronizar las células se cultivaron en cajas de Petri de 60 mm de diametro
en medio de cultivo normal hasta una confluencia del 50%, se cambio el medio por
Leibovitz-L15 sin rojo fenol suplementado con 0.5% de FBS libre de tetraciclina
tratado con carbén activado, se incubaron durante 72 horas (Garcia 1999).
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Posteriormente se sometieron al esquema de estimulacion establecido en la tabla
1 por 48 hrs.

Una vez concluido el periodo de estimulacion, las monocapas celulares se
tripsinizaron y se resuspendieron en 2 ml de PBS, se alicuotaron para obtener
5X10° células/50 pl., se realizé la tincién con loduro de propidio para ciclo celular
con el Kit DNA-PREP (Beckman-Coulter), de acuerdo con el protocolo del
fabricante. Se incluyeron en cada ensayo nucleos de eritrocitos de pollo como
control de contenido de DNA y linearidad del equipo y linfocitos humanos normales
para referencia de contenido de DNA diploide en fase GO-G1. El analisis de las
muestras se realizd en el citometro Coulter-EPICS-ALTRA y los resultados se
adquirieron con el software EXPO , usando 488 nm de longitud de onda para la

excitacion y la emision se registré con el fotomultiplicador 4 (PMT 4, PI/DNA).

El andlisis de resultados se llevo a cabo con el software Multicycle (Phoenix Flow
Systems) para ciclo celular (% de células en fase Go/Gy, S y G2/M) en las
condiciones experimentales establecidas.

m) Analisis estadistico

Los resultados de la cuenta celular y de la fraccion celular en fase “S”, se
analizaron por ANOVA de mediciones repetidas y post-prueba de comparaciones

multiples de Tukey (a<0.05), con el programa Prism 2.01 (Graph Pad Software).

n) Analisis de unién hormona-receptor.

Se sembraron 2 x 10* células en placas de 4 pozos en 500 ul de medio y se
incubaron durante 48 hrs. Posteriormente se realizé el analisis de unién hormona-
receptor de acuerdo al siguiente protocolo: se incubaron las células durante 4 hrs.
a 37 ° C en D-MEM sin rojo fenol y sin SBF, suplementado con 1% de albumina

sérica bovina (Fraccién V, SIGMA), se agregaron concentraciones crecientes de
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la hormona marcada (2,4,6,7-°H- estradiol, actividad especifica 72 pCi/mmol,
Amersham) a todos los pozos, y en los numerados 3 y 4 se adicioné ademas, una

concentracion fija (5 x 107 M) de hormona sin marcar (17B-estradiol, SIGMA).

Transcurrido el periodo de incubacién, se lavaron los pozos 3 veces con el mismo
medio y se lisaron las células con NaOH 1M durante 16 hrs., se neutralizé con HCI
1 M, Finalmente la radioactividad de los lisados celulares se midié en un contador
de centelleo liquido, los parametros termodinamicos, Bmax (unién maxima) y Kd
(constante de disociacion), se determinaron por medio de regresion no lineal
ajustada a una hipérbola, utilizando el programa Prism 2.01 (Graph Pad Sofware).
Los ensayos se realizaron por duplicado para cada una de las concentraciones de
hormona marcada.

o) Amplificacion por RT-PCR del gen endégeno del receptor a progesterona.

Se analiz6 la expresion del gen endégeno de progesterona en la linea MDA-A4-
5/2. Las células se cultivaron en medio Leibovitz L15 sin rojo fenol, suplementado
con suero bovino fetal libre de tetraciclina (Clontech) tratado con carbén activado y

10® M de E;, en presencia o ausencia de 10 pg/ml de Dox.

Se aislé6 RNA total de la linea celular MDA-A4-5/2 con el método de un paso
basado en la extraccién con isotiocianato de guanidina/fenol/cloroformo (TRI-Pure,
Boehringer, Alemania) (Chomczinsky 1987) . Se incubaron 4 ng de RNA total
con 800 unidades de transcriptasa reversa (SuperScript |, GIBCO) en 20 pl de
volumen de reaccién con 20mM de tris-HCI (pH 8.3), 75 mM de KCI, 3 mM de
MgCl;, 10 mM de DTT, 0.5 mM de cada dNTP y 25 uM de oligo d-T.
Posteriormente 10 ul de esta reaccion fueron amplificados por PCR con primers
especificos para un fragmento de 242 pb del gen de la isoforma B del receptor a
progesterona (sentido: 5-TGA CTG AGC TGA AGG CAA AG-3', antisentido: 5'-
CGA CAG CGA CTG CTG GTC-3'). Los otros 10 ul fueron usados para amplificar
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simultdneamente un fragmento del gen de B-actina (control de expresién
constitutiva) (Camacho 1996).

La reaccion de PCR se llevé a cabo en 50 ul de volumen de reaccion con Tris-HCI
20 mM (pH 8.3), KCI 50 mM, MgCl; 1 mM, dNTP’s 0.2 mM de cada uno, 0.5 uM de
cada primer, y 2.5 U de Taq-DNA polimerasa. Se realizaron 30 ciclos de
amplificacion a 94°C, 1 min., 60°C, 1 min. y 72°C, 1 min. y un paso final de
extension a 72°C por 5 min. (Gonzalez 2001). Como control positivo se uso RNA
total de la linea celular de cancer de mama humano MCF-7 cultivada en las
mismas condiciones. Se incluyeron en todos los experimentos controles negativos
sin RNA y con RNA no retrotranscrito.

Los productos de amplificaciéon (25ul) fueron separados en gel de agarosa al 2%,

tefiidos con bromuro de etidio y la imagen fue capturada a partir de un
transiluminador ultravioleta con el software Collage.
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Resultados.

Primera transfeccion estable.

Se aislaron 105 clonas resistentes a higromicina B, 80 de las cuales se ensayaron
con el gen reportero pTRE-LUC. La clona denominada MDA-A4 mostroé regulacion
de la expresion de este reportero en forma dosis-dependiente de DOX. La figura 5
muestra la grafica de regulacion de la expresion de LUC en funcién de
concentraciones exponencialmente crecientes de DOX. El nivel de inhibicion es de
15 veces, a concentracion de 1.0 ug/ml, con respecto a cuando las células se

incuban en ausencia de DOX.

Actividad de LUC (curva
dosis-respuesta)
75+
-
o |1
2
]
©
3
T 254
Z 5
1 V) VA e
0
0.0 0.0001 0.001 0.01 0.1 1.0

Conc. Dox (pg/mi)

Figura 5. Actividad de Luciferasa en la clona MDA-A4, en funcion de
concentraciones exponencialmente crecientes de Doxiciclina. Datos de un
experimento representativo por triplicado; corregidos por eficiencia de transfeccion
de Bgalactosidasa(mv= milivolts).

Como se puede observar la curva de regulacion de actividad de luciferasa (LUC)
en la clona MDA-A4 nos indica que la actividad del transactivador de tetraciclina
(tetTA) sobre el plasmido de respuesta a tetraciclina (pTRE) que controla la
expresion del reportero de LUC es regulada de manera dosis-dependiente por el
antibiético en el rango de 0.0 a 1.0 ug/ml, esto implica que la expresion constitutiva
del tetTA en esta clona es la apropiada para que su capacidad activadora sobre el
pTRE sea regulada por DOX en este rango de concentracion, hasta practicamente
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apagar la expresion del reportero a la dosis de 1.0 ug/ml., por lo que esta clona fue

usada para efectuar la segunda transfeccion estable.
Segunda transfeccion estable:

La clona MDA-A4, fue transfectada establemente con el vector pTRE-HEGO.
Posterior a la transfeccidn se aislaron 120 clonas resistentes a puromicina, 55 de
las cuales se ensayaron con el gen reportero pERE-CAT. Encontramos que en la
clona denominada MDA-A4-5/2 |a expresion del reporterc de CAT es regulada de
forma dosis- dependiente de DOX, en presencia de E; (10 M), alcanzandose una
inhibicion maxima del 90% cuando se incubé en presencia de 10 pg/ml de este
antibiotico. La figura 6 muestra los datos de actividad de CAT en funcién de

concentraciones crecientes de DOX.

Actividad de CAT (Curva dosis
respuesta)

g

50+

Actividad de CAT (%)

g

Conc. Doxiciclina (ng/mi)

Figura 6. Curva de regulacién de actividad de CAT en la clona MDA-A4-5/2.
Datos de 3 experimentos representativos; corregidos por eficiencia de transfeccion
por B-galactosidasa. La actividad de CAT en ausencia de DOX fue establecida
como el 100% de actividad.

Estos resultados indican que la clona denominada MDA-A4-5/2 presenta las
caracteristicas de regulacién para la expresion del reportero de CAT en
respuesta a la estimulacion estrogénica (17p-estradiol, 10° M) dentro del rango
comprendido entre 0 y 10 pg/ml, de DOX, logrando una inhibicién del 90% con la

maxima concentracion del antibiético , lo que significa que en esta clona la
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actividad del TetTA sobre el vector pTRE-HEGO es regulada en la misma forma,
pero como es evidente no se logra la inhibicién total de la expresion del reportero
y se conserva aproximadamente el 10% de esa expresion con respecto al sistema
libre de DOX, esto puede deberse a que los promotores virales, como los que
regulan la expresion de reportero pERE-CAT, pueden comportarse
diferencialmente de acuerdo al contexto celular en que se encuentren y algunas
veces su expresion constitutiva es alta y por lo tanto, en este caso, no
representaria una condicién que responda a la activacién transcripcional ejercida

por el tetTA sobre el reportero.

Para dilucidar esta posibilidad, se realizaron ensayos de union hormona-receptor
en la clona MDA-A4-5/2 que nos permitieran cuantificar los niveles de expresion
del REa en nuestra linea celular.

Analisis de union Hormona-Receptor.

Para establecer los niveles de expresion del REa en funcidén de la concentracién
de DOX, en la linea celular MDA-A4-5/2, realizamos ensayos de curvas de
desplazamiento por competencia, también denominados ensayos de unidn
hormona-receptor, que proporciona los datos necesarios para calcular el nimero
de sitios de union para la hormona en las células (Bmax, union maxima) y la
constante de afinidad del receptor por la hormona (Kd). En la figura 7 se pueden
observar las curvas de saturacion para 3 diferentes niveles de expresion del REa

en nuestra linea celular.

Como se puede ver en la gréfica los niveles de expresion del receptor disminuyen
cuando aumenta la concentracion de DOX, ya que cuando no se agrega el
antibidtico la curva tiende a la saturacion (comportamiento farmacolégico que
presentan los complejos receptor-ligando) en un mayor nivel y conforme se
aumenta la dosis de DOX se disminuye el nivel de saturacién lo cual significa que

existen menos sitios de unién para la hormona. Cuando la concentracion es de 10
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ug/ml es claro que la curva no tiende hacia la saturacion, se comporta como una
linea recta lo que, muy probablemente, implica que existen muy pocos sitios de
unién para la hormona o que, en definitiva, no existen. La tabla de la figura 6
contiene los valores de expresion del RE y las constantes de disociacion (Kd) para
tres diferentes concentraciones de DOX.

£ S001 o 10 pg/ml
3: -, A Spg/ml g
-g v Ou.g!ni'
S 300+
:§ v
® 200-
4
T 100- i "
2 ‘é/-—'_i
0 —q - I I B 1
0 5 10 15 20
[*H]estradiol (x107'°M)

[DOX] Bmax Kd  Moléculas REa/célula
10 pg/ml. 9.67dpm  0.26 nm. 365
5 pg/ml. 109.8 dpm  2.36nm. 4,100
0 pg/mi. 505.1 dpm 236 nm 19,000

Figura 7. Curvas de saturacion por competencia de unién hormona-receptor.

La tabla inferior muestra la concentracion de DOX y los valores obtenidos en el
ensayo, asi como lo valores calculados del nimero de moléculas del receptor a

partir de Bmax y la Kd. Datos de un ensayo representativo por duplicado.

Con base en estos resultados decidimos utilizar esta clona como modelo celular
para evaluar el efecto proliferativo de los E; en presencia y ausencia del REa.
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Curvas de proliferacion.

Inicialmente elaboramos las curvas de proliferacion de la clona MDA-A4-5/2 de
acuerdo a como se indica en material y métodos y en las condiciones de
estimulacion marcadas en la tabla 1.

Se procedié a establecer la capacidad proliferativa por cuenta directa de nuestra
linea celular en varias condiciones; i) de expresion (Ez), ii) no expresion (E; +
DOX) del REq, iii) bloqueo del efecto estrogénico usando el antiestrégenos puro
ICI 182,780, iv) usando el antiestrégenos parcial 4-Hidroxitamoxifen, v) usando las
condiciones de cultivo habituales (medio normal) y vi) el vehiculo (Etanol absoluto)
en el que estan solubilizados los farmacos.

La figura 8 muestra las curvas de proliferacién de esta clona generadas de

acuerdo al patrén de estimulacién establecido.

Curvas de proliferacién clona
MDA-A4-5/2

—— Medio normal.
--#-- Estradiol
8000001 —s—C| 182,780
700000 —— 4-Hidroxitamoxifen
6000004 —°— Doxiciclina
—o—Vehiculo

900000+

500000+
4000004
300000

Namero de células

Tiempo (Horas)

Figura 8. Cinética de proliferacion de la linea celular MDA-A4-5/2. El esquema
estimulacién corresponde al establecido en la tabla 1. Datos de un experimento
por triplicado.
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Se puede observar que la curva que corresponde al tratamiento solo con Ez es la
de menor proliferacién y que los valores mayores corresponden a cuando se
cultiva con medio normal y cuando se trata las células con DOX e IC| 182,780.

La tabla 2 muestra los promedios aritméticos obtenidos de para cada uno de los

tratamiento y los tiempos de incubacion.

TRATAMIENTO/TIEMPO(hr) 0 24 48 72 96
Medio normal 64+3.3 § 177+2.0 § 405+5.7 §587+10.0 j 741+22.0
E2 34+1.2 | 104+3.0 § 246490 § 416+7.0 | 504+34.0
Ez+ ICl1 182,780 47+1.7 §137+10.6 § 376+£10.7 1 488+11.5§ 68818.1
Ez+ 4-hidroxitamoxifen 45+1.6 § 127+5.0 § 321+7.5 § 5514+8.1 § 658+12.0
Ez+ Doxiciclina 50+1.7 | 120+3.7 | 347+7.5 {558+13.0 §} 714+20.0
Vehiculo 35+1.6 | 144+9.0 | 366+8.4 § 510+7.5 § 549+7.0

Tabla 2. Promedios aritméticos de las curvas de proliferacién en la linea
MDA-A4-5/2. Datos obtenidos por cuenta directa en contador de células
nugleadas Coulter T-660, datos por triplicado para cada uno de los tiempos (X
10%).

de
mediciones repetidas determina diferencias significativas entre los grupos (p =

Cuando se realizd el anadlisis estadistico se encontré que la ANOVA

0.0015), y el analisis con la post-prueba de comparaciones multiples de Tukey
arroja diferencias significativas ente los siguientes grupos; Medio Normal vs.
Estradiol (p<0.001), Estradiol vs. Estradiol + ICl 182,780 (p<0.05) y Estradiol vs.
Estradiol + Doxiciclina (p<0.05). Estos resultados nos dieron indicios que en
nuestra linea celular la estimulacion estrogénica en presencia del REa exdgeno
induce inhibicién de la proliferacion celular, por lo que para comprobar estos
resultados realizamos los ensayos de determinacidn de fraccion celular en fase de

sintesis (SPF) por citometria de flujo.
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Ensayos de proliferacion por fraccion celular en fase “S”.

Se evalud la capacidad proliferativa de la linea MDA-A4-5/2, en respuesta a los
diferentes tratamientos establecidos en la tabla 1, por medio del establecimiento
del porcentaje de células en fase “S” del ciclo celular. En primera instancia se
procedio a la estandarizacion de la técnica de procesamiento y del registro de las
mediciones. La figura 9 muestra algunos de los resultados de esta fase y en ella
se observan las gréficas de puntos (izquierda) y los histogramas de DNA
generados por las anteriores (derecha) para un ensayo representativo en el que se
incluyen: A) Nucleos de eritrocito de pollo (CEN), utilizados para establecer la
lineariadad del sistema de registro, B) Linfocitos humanos normales, como control
de contenido diploide normal de DNA en células humanas. C) Histograma tipico de
ciclo celular de la linea MDA-MB 231.

13 MDA 10D LMD MUTLFE UnCated (TEMDAT 1002 LMD PeiTd Undlsted

| - O O T |

A1) MDA T 1003 LMD BRT1/FE UnGsied V) MIDWAT 100D LMD PRATS UnGated

P BMTe

TV MDUAT T8 L MDY PAATF S U inCated VN AT AT | M) PRAT L Clatent

Figura 9. Panel de graficas correspondientes a la fase de estandarizacién de
los registro de citometria: A) Nucleos de eritrocitos de pollo, indicador de la
linearidad del sistema, B) Linfocitos humanos normales, control del contenido
diploide de DNA durante la fase GO/G1 en células normales humanas y C)
Histograma de ciclo celular tipico de la linea MDA-MD 231. La grafica de puntos
de la izquierda muestra la relaciéon entre tamafio y granularidad de los nucleos o
de las células y genera el histograma de la derecha a partir de la lectura con el
PMT 4 que registra la emision de PI/DNA.
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Posteriormente evaluamos el efecto proliferativo que los tratamientos establecidos
en la tabla 1 tienen sobre la linea celular MDA-A4-5/2. Las graficas 9-14 muestran
los histogramas de ciclo celular para esta linea en las diferentes condiciones de
estimulacion. Solo se muestran 3 histogramas por tratamiento. El pico principal a
la izquierda del histograma corresponde a las fases Go/G;, la region entre los dos
picos corresponde a la fase “S” y el pico menor representa el porcentaje de células
en fase Go/M. La generacion de los histogramas y los porcentajes de células en
las diversas fases del ciclo células fue realizado con el software Multicycle
(Phoenix Flow Systems).

Figura 10. Panel de histogramas de ciclo celular. Estimulaciéon: medio
normal.

Figura 11. Panel de Histogramas de ciclo celular. Estimulacion: E,.
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Figura 12. Panel de histogramas de ciclo celular. Estimulacién: E;+ICI
182,780.

Figura 13. Panel de histogramas de ciclo celular. Estimulaciéon: E;+TAM.

Figura 15. Panel de histogramas de ciclo celular. Estimulacién: Vehiculo.

50



Los ensayos de ciclo celular se realizaron en cultivos celulares que se
encontraban en la fase exponencial de la curva de crecimiento (fase Log), a un
flujo establecido de 60 células/seg., considerando 10,000 células por muestra, el
promedio del coeficiente de variacion para G fue de 7.6 con un rango de 6.9 a
8.8. La razén G1/G2-M se encontrd siempre dentro del rango 1.9-2.1

La tabla 3 muestra los valores promedio del porcentaje de células en fase “S” de
la linea MDA-A4-5/2 obtenidos de tres experimentos independientes por triplicado.

%/ TX. | Normal ; Ez gIEz+ ICI 182,780 | Ex+ TAM | Ex+ DOX || Vehiculo

X+ SD 8.1i1.3§§6.9¢1.1§| 97+15 ||85+11]107+1.0}88+18

Tabla 3. Valores promedio del porcentaje de células en fase “S” de la linea
MDA-A4-5/2. Datos obtenidos de tres experimentos independientes por triplicado
(n=9).

El analisis estadistico con la prueba de ANOVA de mediciones repetidas
determina diferencias significativas (p< 0.0001) para los porcentajes de células en
fase “S” del ciclo celular y la post-prueba de comparaciones multiples de Tukey
establece que existen diferencias significativas entre: Estradiol vs. ICI 182 780
(p<0.001), Estradiol vs. DOX (p<0.001), estradiol vs. TAM (p<0.01) y estradiol vs.
vehiculo (p<0.05).

Expresion del gen endégeno del receptor de progesterona en la linea MDA-
A4-5/2.

La figura 16 muestra una banda de 242 pb de DNA amplificado por PCR cuando
las células MDA-A4-5/2 fueron cultivadas en ausencia de DOX, mientras que no
hay amplificacion cuando el antibidtico es adicionado al medio de cultivo. La
misma banda fue amplificada en el control de DNA de células MCF-7 tanto en
presencia como en ausencia de DOX.
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MDA-A4-5/2 MCF-7

MPM -Dox +Dox -Dox  +Dox B-actina

Figura 16. Electroforesis de los productos de RT-PCR para el receptor de
progesterona. gel de agarosa 2%. MPM= marcador de peso molecular (100 pb),
Dox= doxiciclina.
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Discusion.

La expresion de receptores hormonales en cancer de mama esta estrechamente
ligada a procesos de proliferacion e invasion y determina diferencias
fundamentales en la Biologia de las células neoplasicas. La expresion o no del
REa pudiera estar relacionado con un mayor o menor grado de desdiferenciacion
celular. Son ampliamente conocidas las diferencias en el curso clinico entre los
tumores que expresan el REx y los que no lo hacen. Los primeros responden
mejor a la terapia (quimioterapia y radioterapia), son candidatos a terapia
adyuvante con antiestrégenos y en general presentan un fenotipo menos agresivo,
los ultimos son mas agresivos y generalmente la sobrevida de la paciente es

menor.

Estas diferencias clinicas ponen de manifiesto diferencias a nivel celular que
tienen relacion con la expresion de moléculas de respuesta a estimulos externos
y/o reguladoras del crecimiento, la proliferacion y la adhesion celular. Entre estas
moléculas el RE constituye un punto crucial en los procesos de regulacion y
amplificacion de la respuesta a diversos estimulos ya que ademas de regular la
respuesta a estimulacion estrogénica, también se involucra en los procesos
celulares inducidos por algunos factores de crecimiento (Curtis 1996, Clayton
1997, Ignar-Trowbridge 96, Mohamood 1997, Kahler 2000, Klotz 2000),
protoncogenes nucleares (Mohamood 1997), AMPc (Aronica 1994, El-Tanani
1996) y dopamina (Power 1991, Smith 1993), aparte de que eventualmente
regula la expresion de estos elementos, por lo que podria considerarse que
funciona como una molécula “maestra” dentro de la fisiologia de las células
estrégeno-dependientes (Levenson 1994).

Un hallazgo experimental en este sentido ha sido la observacion de que la
reexpresion del REx en las lineas celulares de cancer de mama RE- correlaciona
con la disminucién de la capacidad proliferativa de este tipo de células, sin
embargo los modelos usados en estos ensayos no presentaban las caracteristicas
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necesarias que permitieran asumir estos resultados como concluyentes
(Levenson 1994). Es por esto que el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
proliferativo que la estimulacién estrogénica tiene sobre una linea celular de
cancer de mama humano REa negativa, en la que es posible regular la expresion

de este receptor transfectado en forma estable.

Para esto primeramente desarrollamos y caracterizamos el modelo celular que
presenta las caracteristicas que nos permitieran dilucidar este fenémeno.

Por esta razén usamos la linea celular de cancer de mama humano denominada
MDA-MB 231 que no expresa en REa enddgeno, para transfectarle establemente
el gen HEGO previamente clonado en el sistema de regulacion de la expresion
genética de Gossen y Bujard (Tet-Off System, Clontech) el cual es dependiente de
tetraciclina y sus derivados, que ha sido usado con éxito para regular la expresion
de diversos productos proteicos como las ciclinas D1 y E en fibroblastos de rata
(Resnizky 1994), TGF-B en cultivo primario de queratinocitos humanos y en una
linea celular de epitelio pulmonar humano (Wettergreen 2001), interleucina-2 en
células de melanoma humano (Pitzer 1999) y del receptor a glucocorticoides en la
linea de fibroblastos de ratdn L-929 (Wei 1998).

Después de dos transfecciones estables en las que se introdujeron en las células
los componentes del sistema de regulacién de la expresion genética, previa
clonacién del gen HEGO en el operador del sistema, obtuvimos una clona celular
que expresa de manera regulable en REa. La funcionalidad del sistema celular la
comprobamos con el uso de genes reporteros que nos indican la capacidad de
regulaciéon de la expresion de este gen en nuestra linea celular. El uso de este
sistema nos permitié regular la expresion del REa en el rango de 0 a 10 pg/mli,
desde una expresién maxima hasta abolir la expresion del gen, respectivamente.
Esta caracteristica del sistema de regulacion de Gossen y Bujard, aunada a que la
linea celular MDA-MB 231 no expresa en gen endogeno que codifica para el REaq,

es la que nos posibilitd usar la linea MDA-A4-5/2 para evaluar el efecto
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proliferativo que los estrégenos ejercen sobre células en las que se ha re-

expresado este receptor.

Por otro lado los ensayos de union hormona-receptor que nos demuestran que
con 10 pug/ml de DOX es posible inhibir totalmente la expresion del REa en la linea
celular MDA-A4-5/2 y que las constantes de disociacion del REa transfectado esta
dentro del rango nanomolar, que corresponde a la afinidad reportada para el
complejo REa-Estradiol tanto en condiciones de expresion endégena como en los
casos de transfeccién del receptor (Levenson 1994). Ademas en cuanto a los
niveles de expresion, en condiciones fisiolégicas la expresion del REa en células
estrégeno-dependientes presenta un rango de variacion amplio que va de 10,000
a 100,000 receptores/célula (Landers 92) y en nuestra linea celular, en
condiciones de libre expresion del receptor (sin DOX), los niveles estan préximos a
20,000 moléculas por célula, Con estos resultados, en principio podemos asumir
que, tedricamente, el nivel de expresion del REa en estas condiciones de cultivo,
corresponde a niveles fisiolégicos apropiados y que cuando se bloquea la

expresion, usando 10 pg/ml de DOX, no se observa en niveles significativos

Posteriormente procedimos a realizar las curvas de proliferacion de nuestra clona
para determinar si por cuenta directa obteniamos evidencia de modificaciones en
las cinéticas de crecimiento de acuerdo a la expresion o no del REa. Este método
ha sido utilizado en varios trabajos para hacer evaluaciones de pfoliferacién
celular in vitro en células de cancer de mama (Mur 1998, Prakash 2001).
Asimismo, para observar si este efecto estaba mediado por el receptor,
bloqueamos el efecto estrogénico con ICI 182,780 y TAM.

Las cinéticas de proliferacion de la linea MDA-A4-5/2 nos muestran graficamente
que el tratamiento con E; (10® M) corresponde a la curva de menor proliferacién y
los mayores valores se obtienen cuando cultivamos en medio normal y cuando
tratamos con ICI 182,780 (10® M) y DOX (10 pg/ml).
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El andlisis estadistico de las curvas de proliferacion de la linea MDA-A4-5/2 indica
que, cuando es tratada solo con E; (expresién del RE), las cuentas celulares son
significativamente menores que cuando se cultiva en el medio normal ( p<0.001) y
cuando las células se incuban en presencia de E; + ICl 182,780 (bloqueo del
efecto estrogénico, p< 0.05) y E>+ DOX (No expresion del RE, p<0.05). Esto nos
demostro, en principio, que el efecto estrogénico en nuestra linea celular provoca
una reduccion de la proliferacion y que este efecto es bloqueado por el
antiestrogenos puro ICI 182,780, sin embargo debemos mencionar que no se
observa ningun efecto cuando se usa TAM. Eso probablemente se deba a que la

dispersion en nuestra cuenta celular es muy amplia.

El siguiente paso fue corroborar estos resultados a través del analisis de ciclo
celular y el porcentaje de celulas en fase “S” en nuestra linea, para ello
establecimos el mismo patrén de estimulacion y evaluamos por citometria de flujo
la fraccion celular en fase de sintesis.

El porcentaje de células en fase “S” del ciclo celular ha sido establecido como un
indicador confiable de proliferacion celular en cancer de mama en multiples
estudios, en donde se demuestra una correlacién significativa con algunos
marcadores de proliferacion celular como Ki67 (Vielh 1990, Isola 1989), Ki67 y el
antigeno nuclear de proliferacién celular (PCNA) (Dawson 1990), con Ki67, MIB1
y con la cuenta de figuras mitéticas (Keshgegian 1995) y PCNA (Visscher 1992).
También se ha encontrado que la fraccion celular en fase “S” tiene valor
pronéstico en cancer de mama (Kallioniemi 1988, Visscher 1990). Finalmente ha
sido establecido como un parametro independiente indicador de proliferacion
celular en mama (Bhalla 2000).

El anédlisis se realiz6 en los histogramas del ciclo celular de la linea MDA-A4-5/2.
Estos histogramas son generados por el programa de analisis Multicycle que
realiza iteraciones sucesivas para encontrar el histograma de mejor ajuste (region
sombreada) a los datos generados por el citdmetro. El programa proporciona los
siguientes datos; % de células en fase Goy y su coeficiente de variacion (CV)
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asociado, % de células en fase de sintesis “S”, % de células en fase Gu/m y la

razén de las lecturas para Goi/Gam.

El analisis estadistico indica que los valores obtenidos cuando se expresa el REa
(E2) son significativamente menores que cuando no se expresa el receptor (DOX)
(p<0.001), lo mismo ocurren cuando se bloquea el efecto estrogénico con ICI
182,780 (p<0.001) y con TAM (p<0.01).

Este fendmeno ya ha sido observado por otros autores, Por ejemplo Zajchowski y
colaboradores (1993) reportan que cuando reexpresan el REa, por transfeccién
estable, en una linea epitelial no-tumorigénica de mama humana y en dos lineas
de cancer de mama humano (21T y MDA-MB 231) se observa una disminucion de
la proliferacion en respuesta a estimulacion estrogénica y que este efecto inhibidor
es bloqueado por ICI 164,384, pero no por TAM. Contrariamente, Lazenec y
colaboradores (1999) cuando reexpresaron el REa en células MDA-MB 231, por
medio de un sistema de infeccién por adenovirus, observaron que el tratamiento
con E; e ICI 164,384 inhibe la proliferacion celular y que el TAM no tiene ningun
efecto en proliferacion, pero si es capaz de bloquear el efecto inhibidor de los Ezy
del ICI 164,384.

Estas diferencias podrian reflejar diferencias en la naturaleza misma de los
antiestrégenos ya que se sabe que los antiestrégenos de tipo |, actualmente
denominados Moduladores Selectivos del Receptor de Estrégenos (MSRE) entre
los que se incluye el TAM, pueden actuar como agonistas o antagonistas del
efecto estrogénico dependiendo del contexto celular y del elemento de respuesta
sobre el que actua el complejo RE-antiestrogeno. Por otro lado los antiestrogenos
del tipo Il o antagonistas puros, entre los que se encuentra el ICl 182,780 siempre
ejercen efectos antagonistas (Barrén 2001).

Esto explicaria parcialmente la falta de efecto del TAM pero no dice nada sobre la

inhibicién de la proliferacién inducida por ICl 164,384 que encuentran Lazenec y
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sus colaboradores en su sistema celular, aqui tendriamos que considerar las
caracteristicas propias de cada sistema celular, asi como los niveles de expresion
del receptor y la eficiencia con que la reexpresion de este receptor recrea el
fenotipo estrégeno-dependiente, para lo cual se tendria que demostrar la
expresion de genes endogenos de respuesta a estimulacion estrogénica (vg. gen
del receptor a progesterona, del factor de crecimiento epidermal y su receptor, c-

myc, c-fos, c-jun, pS2) que son activados en cada sistema celular.

Los estudios que existen en este sentido no han arrojado resultados que aclaren
este panorama, ya que como se ha visto en células MDA-MD 231 transfectadas
con el gen HEGO aun cuando se observa que las células transfectadas regulan
sus factores de crecimiento, en respuesta a estimulacién estrogénica, de la misma
manera que las células RE+, el efecto final es la inhibicion de la proliferaciéon
celular y no una promocién de la misma (Jeng 1994, Zajchowski 1991). Esto ha
llevado a pensar a algunos investigadores que el RE transfectado no
necesariamente es equivalente, funcionalmente hablando, al RE endégeno (Watts
1994).

Esta apreciacion se ve reforzada por los resultados del trabajo de Lazenec y sus
colaboradores que indican que el RE exdgeno se expresa de manera adecuada,
con afinidad por el ligando y un patréon de activacion de genes reporteros similar al
mostrado por el REa endégeno expresado en células MCF7. Incluso demuestran
la induccion por Ez de pS2, un gen regulado por estrégenos y que se considera
como un marcador pronostico favorable para terapia endocrina en cancer de
mama RE+. En este modelo la sola expresion del REa no tiene efecto sobre la
proliferacion, pero el tratamiento con E; o con el antiestrégeno puro ICI-164,384
suprime la proliferacion, mientras que el tratamiento con el antiestrégeno parcial 4-
hidroxitamoxifen no tiene efecto sobre la proliferacion, pero si es capaz de
bloquear el efecto inhibidor de los E; y del ICI-164 384. Estos autores también
demuestran que la estimulacién con E; inhibe fuertemente la expresion del
protoocogen c-myc y también la de los genes BRCA1 y 2 lo cual es congruente
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con el papel inductor de proliferacion que tienen estos genes y explicaria en parte
la inhibicion de la proliferacion celular inducida por los E; (Lazenec 1999).

Nuestros datos de fraccidn celular en fase de sintesis corroboran los resultados
obtenidos en la cuenta celular directa y nos proporcionan evidencia de que en
nuestra linea celular, y en nuestras condiciones experimentales, el efecto
estrogénico mediado por el REa induce una disminucion de la proliferacion y que
este efecto inhibidor se realiza a través de este receptor, ya que es revertido
cuando se bloquea la accioén estrogénica con el antiestrogeno puro ICI 182,780 y
con el antiestrégeno parcial 4-hidroxitamoxifen (TAM).

Finalmente demostramos que en nuestro modelo celular la estimulacion
estrogénica mediada por el REa exdgeno induce la expresion del gen del receptor
de progesterona, el cual se sabe que es inducido transcripcionalmente por los E;
en condiciones celulares normales en el tejido mamario. Este hallazgo presenta
dos vertientes interesantes; primero muestra que la linea celular parental, MDA-
MB 231 cuenta con la maquinaria transcripcional necesaria y suficiente para
responder al estimulo estrogénico de manera adecuada o “normal” y segundo que
la estimulacion con E;, mediada por la re-expresion de un REa ectdpico de
manera estable, es capaz de inducir aunque sea solo parcialmente un fenotipo
hormono-dependiente. Ambos hechos representan amplias posibilidades tanto
para el entendimiento de la fisiologia de los tumores de mama, como posibilidad
terapéutica para esta patologia. Si consideramos que la malignizacién de una
estirpe celular implica un proceso gradual de desdiferenciacion, que en el caso del
cancer de mama parece estar directamente asociado a la expresion de receptores
hormonales y en esta medida también a un fenotipo mas agresivo, entonces la re-
expresion del REa en nuestra linea celular parece implicar el “regreso” a un

fenotipo mas  diferenciado y por lo tanto, menos proliferativo.
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Conclusiones.

1. Desarrollamos de una linea celular de cancer de mama humano en la que
es posible regular la expresion del REa partiendo de una linea celular que
no expresa este receptor, para ello usamos el sistema de regulacion de la
expresion genética dependiente de tetraciclina de Gossen y Bujard.

2. Esta linea celular muestra niveles de expresion del REa apropiados, tanto
en cantidad, como en capacidad de uniéon a DNA, asi como en eficacia
como factor de transcripcion.

3. Demostramos por cuenta celular y por fraccion celular en fase “S” que en
estas condiciones la estimulacién estrogénica induce una disminucion
significativa de la proliferacién celular.

4. Demostramos que este efecto inhibidor de la proliferacién esta mediado

por el REa, ya que la adiciéon de antiestrégenos lo revierte.
5. Finalmente demostramos que, en nuestras condiciones, la re-expresién del

REa induce la expresion del gen enddgeno a progesterona y por lo tanto

recrea un fenotipo estrégeno-dependiente, al menos parciaimente.
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Anexo |

Sistema de regulacion de la expresion genética de Gossen y Bujard.

Este es un sistema desarrollado por Gossen y Bujard (1992, 1995), en el centro de
Biologia Molecular de Heidelberg, Alemania, que utiliza elementos reguladores
genéticos procariéticos y virales para establecer un sistema de regulacion positiva
de la expresion genética en células eucaridticas, a partir de tetraciclina, o sus
derivados, adicionada al medio de cultivo, el sistema es dosis dependiente del

antibiotico.

Consta de dos plasmidos; el primero codifica para un transactivador proteico de 37
KDa que activa transcripcionalmente al segundo plasmido, el operador, en el cual
se ha insertado el gen de interés, es decir el gen del cual se quiere regular su

expresion.

Este sistema de regulacién de la expresion genética utiliza la secuencia que
codifica para el represor de tetraciclina (tetRep) y las secuencias reguladoras de
los elementos de resistencia especificos a tetraciclina (tet) codificados en el
operén Tn 10 (transposon 10) de E. coli, en el cual la transcripcion de los genes
mediadores de la resistencia estan regulados negativamente por el tetRep. El
producto proteico de este elemento regulador esta unido, en ausencia de tet, a
una secuencia consenso en la region promotora del operén, denominada
operador de tetraciclina (tetOp). Cuando el antibidtico se encuentra presente en el
medio el tetRep se une al antibidtico y se desliga del tetOp lo que activa la
transcripcion de los genes codificados por el operén. (Hillen 1983, Hinrichs 1994)

La secuencia que codifica para los 207 aa. del tetRep se unié al extremo §' de la
secuencia codificante de los 130 aa. del dominio de activacion de la proteina viral
16 (VP 16) del virus del herpes simple (HSV), se le agregé el extremo terminal de
poliadenina (poliA) de SV40 y contiene, ademas, la secuencia de resistencia a
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ampicilina (Pbla) y neomicina (neo). Este plasmido se denomina pUHD 15-1neo o
pTetOff, esta controlado por el promotor de citomegalovirus humano |IE (PhCMV )
(Fig. 6), y codifica para una proteina de 37 KDa de peso molecular y 337 aa. que
se conoce como transactivador de tetraciclina (tetTa).

neo

pPUHD15-1neo

7255 bp

Scal 3946

Figura 1. Construccion del pUHD 15-1neo o pTet-Off.

La construccion del plasmido de respuesta al tetTA se realizé fusionando un
heptamero del palindrome invertido de 19 pares de bases de |la secuencia 02 del
Tn10 (TCCCTATCAGTGATAGAGA-TCTCTATCACTGATAGGGA) de E. Coli, esto
es el tetOp, en el extremo 5’ de un fragmento del promotor de hCMV que contiene
del nucleétido -53 al +75, denominado promotor minimo de hCMV (PhCMV min)
en cuyo extremo 3’ se insertd un sitio de multiclonacién (MCS) en el que se puede
insertar el gen de interés, posteriormente se le agregé el extremo de poliA de SV
40. El plasmido se denomina pUHD 10-3 o pTRE (plasmido del elemento de
respuesta a tetraciclina) (Fig. 2)
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Figura 2. Construcciéon del pUHD 10-3 o pTRE, el gen HEGO fue clonado en
el sitio Eco R1 del MCS.

El tetTA se une, en ausencia de tet o doxiciclina (DOX), a esta construccién
en la secuencia de 19 pb como un dimero de 46 KDa de peso molecular y activa
transcripcionalmente el gene o secuencia codificante que se encuentre en el
extremo 3' del PhCMV min. Cuando el antibiético se encuentra en el medio el
tetTA se une al antibiético, y por lo tanto no se puede unir al tetOp y la
transcripcion no se inicia.
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