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Resumen En carcinomas mamarios murinos (C4-HD) y en células de cancer de mama humano (T47D) obser-
vamos que el progestageno sintético, acetato de medroxiprogesterona (MPA), induce la activacion
del receptor de estrégenos alfa (REa) y su asociaciéon nuclear con el receptor de progesterona (RP). En este
trabajo postulamos que dicha interaccién a nivel genémico seria fundamental para desarrollar respuestas proli-
ferativas mediadas por progestagenos. Demostramos que el antiestrégeno fulvestrant (FUL, IC1182.780) indujo
la regresion completa de tumores C4-HD creciendo con MPA. El progestageno indujo la expresion temprana de
CCND1y MYC en células T47D y este efecto fue revertido al bloquear el REa. En células tratadas con MPA
utilizamos ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) y corroboramos la colocalizaciéon nuclear de
RP/REa en los mismos sitios de los promotores de CCND1y MYC. El ICI no afecté la union de RP a ambas
secuencias regulatorias, pero si inhibié la union del REa. Confirmamos la interaccion nuclear entre REa y RP
en muestras de cancer de mama humano. Los resultados demuestran que la presencia del REa, interactuando
con el RP, en promotores de CCND1y MYC es fundamental para la transcripcion génica y la proliferacion celular
inducida por el progestageno.
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Abstract The role of estrogen receptor alpha in breast cancer cell proliferation mediated by progestins.
In C4-HD murine mammary carcinomas and in human breast cancer T47D cells, we showed that
medroxyprogesterone acetate (MPA) induces a nuclear physical association between estrogen receptor alpha
(ERa) and progesterone receptors (PR). The blockade of ERa inhibits cell proliferation mediated by progestins.
We hypothesized that this nuclear association between ERa/PR is necessary to trigger progestin-induced cell
proliferation and tumor growth. We demonstrated that fulvestrant (FUL, IC1182.780) induced complete regression
of C4-HD tumors growing with progestins. MPA treatment induced an early increase in both CCND1 and MYC
expression in T47D cells. The blockade of ERa prevented the MPA-dependent transcription of both genes. Specific
binding of PR/ERa was observed at the same MPA-sensitive regions at the CCND1 and MYC gene promoters after
chromatin immunoprecipitation (ChlIP) analysis. ICl inhibited binding of ERa to both gene regulatory sequences
while PR binding was unaffected. The nuclear colocalization between both receptors in T47D cells was confirmed
by: confocal microscopy, Duolink assays and co-immunoprecipitation assays. In breast cancer samples we also
observed a nuclear interaction between both steroid receptors. Our results indicate that the presence of ERa
interacting with activated PR at the CCND1 and MYC promoters is required to trigger progestin-induced gene
transcription and cell proliferation in breast cancer cells.
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nucleares [receptores de estrogenos alfa (REa) y recep-
tores de progesterona (RP) respectivamente], participan
en el desarrollo y crecimiento del cancer de mama es
un tema controvertido y de gran interés. La deteccién
de estos receptores se utiliza como factor prondstico y
orienta la terapéutica hacia una de tipo hormonal, dirigida
principalmente a bloquear la fuente de estrégenos o inhibir
la accion del REa. Sin embargo, en los uUltimos afios han
surgido numerosas evidencias que implican a los RP
en el desarrollo y progresion de carcinomas mamarios'.
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En nuestro laboratorio se ha desarrollado un modelo
experimental de adenocarcinomas mamarios murinos
inducidos por la administracion prolongada de acetato
de medroxiprogesterona (MPA) en ratones hembras
virgenes de la cepa BALB/c. Se establecieron lineas
tumorales hormono-dependientes (entre ellas la C4-HD)
que expresan REa, REB, ambas isoformas del RP (RP,
y RP;) y que crecen in vivo solo en presencia de MPA
o progesterona (Pg)?. Hemos demostrado que el RP es
fundamental en el crecimiento de dichos tumores, dado
que el tratamiento con antiprogestagenos (mifepristona,
onapristona, lonaprisan) u oligonucleétidos antisentido
para el RP induce regresion tumoral. Paraddjicamente,
tanto los estrégenos como el antiestrégeno tamoxifeno
inhiben el crecimiento tumoral®. Todas estas observacio-
nes nos llevaron a investigar qué papel cumple el REa,
ademas del RP, en el crecimiento de dichos tumores.

Esta ampliamente aceptado que el RPes un gen regu-
lado por estrogenos*y, considerando que dicho receptor
es usualmente utilizado como marcador de un REa activo,
seria intuitivo pensar que hay un efecto secuencial en el
REa induciendo la expresiéon del RP. Por otro lado, se
postulé una rapida interaccion citoplasmatica en células
de cancer de mama humano, T47D, entre el REa y el
RP, necesaria para activar la via de sefializacion c-Src/
p21s/Erk por progestagenos?®, lo que luego resultaria en
la fosforilacion y activacion del RP. Aunque los dominios
que participan en dicha interaccion fueron mapeados®,
el grupo de D. Edwards propuso que un motivo rico en
prolinas, en la region amino-terminal del RP, es suficiente
para activar la via de c-Src por progestagenos’, de manera
que no existe un consenso respecto a los mecanismos
involucrados. Sin embargo, ambos modelos coinciden
en que estos efectos no gendmicos del RP llevarian a
un incremento en la expresion de Ciclina D1 (CCND1)
por progestagenos a través de la activacion de factores
de transcripcion (fos, jun, Sp1) sobre el promotor de
dicho gen.

Control
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En nuestro modelo de carcinomas mamarios murinos
C4-HD, y en células humanas T47D, hemos observado
que el MPA induce la asociacién nuclear entre el REa y
ambas isoformas del RP. Dicha interaccion fue estudiada
por microscopia confocal, usando anticuerpos especifi-
cos para ambos receptores y realizando un recuento de
células que muestran colocalizacién (Fig. 1A), usando la
técnica de Duolink, mediante la cual se detectan puntos
fluorescentes solo en el caso de existir colocalizacion
molecular (Fig. 1B, y Fig. 1 suplementaria, esta Ultima esta
disponible en color en la version on-line de esta publica-
cion, www.medicinabuenosaires.com) y por técnicas de
coinmunoprecipitacion (ColP, Fig. 1C). Ademas, ambos
receptores se encuentran fosforilados formando parte de
dichos complejos (no se muestra), lo cual sugiere que
podrian estar activos a nivel transcripcional. El bloqueo
del REa por tratamiento con el antiestrégeno puro ICI
182.780 (IClI; fulvestrant — Fig. 1D) o con ARN de inter-
ferencia (siRNA — no se muestra), inhibe la proliferacion
celular mediada por el progestageno en células C4-HD®y
T47D. Postulamos que dicha interaccion a nivel genémico
entre ambos receptores hormonales seria fundamental
para desarrollar respuestas proliferativas mediadas por
MPA. Nuestro objetivo fue estudiar in vivo la accién del
fulvestrant (FUL) sobre el crecimiento de tumores C4-HD
estimulados con MPA, los mecanismos moleculares invo-
lucrados en la interaccién de ambos receptores en células
humanas y evaluar dicha interaccién en 15 muestras de
cancer de mama humano.

El tratamiento con FUL (5 mg/ semana) durante 23
dias indujo la regresién completa de tumores C4-HD
creciendo in vivo con MPA (Fig. 1D). A las 48 horas de
tratamiento con FUL, observamos una disminucion sig-
nificativa en marcadores de proliferacion con respecto
a los controles creciendo con MPA: indice mitético (Fig.
1E), Ki67 (p < 0.001, no se muestra). Asimismo, tanto la
expresion del REa. como del RP, evaluado por Western
blot (WB — Fig. 1F) e inmunohistoquimica (IHQ — no se

MPA

Fig. 1 Suplementaria: Células T47D incubadas o no por 10 min con MPA (10 nM) fueron procesadas para evaluar la inter-
accion nuclear entre REa (anticuerpo HC-20) y RP (anticuerpo Ab7) utilizando el kit Duolink (Duolink Il Orange Starter
Kit 92102, Olink Bioscience). En azul se ven los nucleos y el puntillado muestra los sitios de colocalizaciéon de ambas

proteinas. Barra: 15uym
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Fig. 1.— EI MPA induce la interaccion nuclear entre el REa y el RP, mientras que el FUL inhibe el crecimiento tumo-
ral dependiente de MPA. (A) Células epiteliales C4-HD o T47D arrestadas en 1% suero fetal bovino libre de hormonas
(SFBch) por 24 h y tratadas con 10 nM de MPA por diferentes tiempos, se procesaron para inmunofluorescencia (IF) y
microscopia confocal con anticuerpos especificos anti-RP (Ab7-monoclonal) y anti-REa (MC-20 o SP1-policlonales). La
colocalizacién nuclear entre ambos receptores fue cuantificada estimando el coeficiente de correlacion de Pearson (Rr,
PSC Colocalization plug-in, Imaged) en 200 nucleos a 600X. Valores de Rr entre -1 (correlacion negativa perfecta) y +1
(correlacion positiva perfecta), con 0 indicando nada de correlacion. *** p < 0.001. (B) Células T47D incubadas o no por
10 min con MPA fueron procesadas para evaluar la interaccion nuclear entre REa (anticuerpo HC-20) y RP (anticuerpo
Ab7) utilizando el kit Duolink (Duolink Il Orange Starter Kit 92102, Olink Bioscience). Barra: 15 ym. (C) Extractos nucleares
de células T47D, tratadas o no con MPA por 10 min se inmunoprecipitaron (IP) con anticuerpos anti-RP (Ab7) o anti-REa
(SP1) y se procesaron para SDS-PAGE y Western blot. (D) Ensayos de proliferacion por incorporacién de ®H-timidina en
células C4-HD y T47D. *** p < 0.001. (E) Ratones hembra BALB/c transplantados con tumores C4-HD en presencia de
MPA (depot de 20 mg) fueron tratados con FUL (flecha) cuando los tumores alcanzaron un tamafo menor a 50 mm?. Se
registré la efectividad del tratamiento durante 23 dias y se graficé el tamafio tumoral (ancho x largo). A un grupo de ratones
se les removié el MPA, demostrando la hormono-dependencia de dicho tumor. (F) Recuento de mitosis y apoptosis luego
de 48 h de tratamiento con FUL en tumores C4-HD creciendo con MPA. Se registré el nimero de mitosis o apoptosis en
relacion al numero total de células en 10 campos de mayor aumento (hpf, 1000X). *** p < 0.001. (G) Extractos totales
de tumores C4-HD creciendo con MPA vy tratados por 48 0 96 h con FUL fueron procesados para SDS-PAGE y WB con
anticuerpos anti-RP (C19) o anti-REa (MC-20). Se utilizé Erk1/2 como control de carga.

muestra), disminuyo significativamente (p < 0.001) luego
de dicho tratamiento. Ademas, demostramos que la re-
gresion tumoral por FUL va acompafada por un aumento
de apoptosis (Fig. 1F), asociado con una disminucion en
la expresion BCL/XL y a un aumento en la expresion de
BAX 'y AIF (no se muestra).

Cuando se removid el MPA de animales portadores
de tumores C4-HD, observamos a las 48 horas una
reduccion en la expresion del REa y un aumento signi-
ficativo del RP (p < 0.001, no se muestra), indicando que
mientras que el MPA regula negativamente los niveles

del RP, seria responsable de mantener alta la expresion
del REa en dichos tumores in vivo. Asimismo, habiamos
demostrado que en los tumores C4-HD creciendo con
MPA los REa presentan altos niveles de fosforilacion
(aumento de pSer118 y pSer167 REa, en comparacion
a tumores donde el MPA fue removido por 48 horas;
SAIC 2007), indicando que podrian estar activos a nivel
transcripcional.

En células T47D transfectadas con un vector de
expresion de luciferasa (Luc) bajo el control de se-
cuencias PRE (progesterone responsive element),
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Fig. 2.— El REa y el RP interactiian sobre promotores de CCND1y MYC, en un mecanismo mediado por MPA. (A) Tumo-

res C4-HD creciendo con MPA vy tratados con FUL por 48 h, o en los cuales el depot de MPA fue removido por el mismo
periodo de tiempo, se procesaron para IHQ con anticuerpos especificos anti-CCND1 y MYC. Se cuantificé el nimero de
células con marcacion nuclear positiva para cada proteina en funcién del nimero de células totales en 10 campos a 1000X
(hpf). ***p < 0.001. (B) Los niveles de expresion de ARNm para CCND1y MYC, relativo a los niveles de expresion de
GAPDH, fueron evaluados por qPCR en células T47D luego de tratamiento con MPA (10 nM), *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001. (C) Efecto del ICI (1 uM) sobre los niveles de expresiéon de CCND1y MYC, evaluado como en (B), inducido por MPA.
***p < 0.001. (D) Esquema del promotor de CCND1 humano, detallando sitios PRE, sitios ERE y primers usados en los
experimentos de ChIP (primers A, B'y C). Los primers C se utilizaron como control negativo para la unién de los receptores
hormonales. (E) Ensayos de ChIP sobre el promotor de CCND1 utilizando anticuerpos anti-RP (H190X), anti-REa (HC20X)
o anti-lgG. Células T47D tratadas con 10 nM de MPA o MPA + 1 pM ICI por 10 min, se fijaron en 1% formaldehido, se
lisaron y la cromatina sonicada se procesé como se describié previamente10. EI ADN purificado luego de la IP se utilizé
en ensayos de qPCR (usando la formula 2¢2%) con los primers descriptos en (D). Cada IP fue relativizada a los valores de
PCR (Ct) correspondiente a la cromatina que no sufrié IP (inputs), luego a los valores de IgG, y los resultados se muestran
como incremento respecto a los valores obtenidos para las células sin tratar con MPA. *p < 0.05, **p < 0.01. (F) Ensayos de
ChlIP-reChlP en células T47D luego de tratamiento con MPA por 10 min sobre el promotor de CCND1 utilizando anticuerpos
anti-RP (H190X), anti-REa (HC20X) o anti-IgG. *p < 0.05, **p < 0.01. (G) Los extractos nucleares de tres tumores humanos
(T1, T2 y T3), se inmunoprecipitaron (IP) con anticuerpos anti-RP (Dako) o anti-REa (SP1) y se procesaron para SDS-PAGE
y WB. Inputs: extractos nucleares de cada tumor utilizados en las IPs. (H) Modelo propuesto para la interaccién genémica
entre REa/RP mediada por progestagenos.

demostramos que el ICI (1uM) inhibio la expresién
de Luc inducida por 10 nM de MPA (p < 0.001 — no
se muestra). Dicha inhibicién, no estuvo asociada a
una disminucion en la expresion del RP por el trata-
miento con ICI, dado que observamos alta expresion
del receptor luego de 24 horas de incubacién con el
antiestrégeno (no se muestra). Ademas, el MPA fue
capaz de inducir la expresién de PRE-Luc en células
MDA-MB-231 (RP-/REa-) establemente transfecta-

das con RP, y dicha induccion fue ain mayor (p <
0.001) en presencia del REa (no se muestra). Estos
resultados sugieren fuertemente la participacién de
complejos REa-RP en elementos regulatorios de
genes regulados por MPA.

Asimismo, estudiamos la presencia de dichos complejos
enlos promotores de CCND1y MYC, dos genes regulados
por MPA?® °, Observamos una alta expresion de las pro-
teinas CCND1y MYC en tumores C4-HD creciendo con
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MPA (no se muestra). Dicha expresion fue inhibida luego
de 48 horas de tratamiento con FUL (Fig. 2A). Por otro
lado, la expresion de ambos genes (ARN mensajero) fue
evaluada por PCR cuantitativa (QPCR) en células T47D,
demostrando que el MPA (10 nM) incrementd, a tiempos
cortos, los niveles de expresion de CCND1y MYC (Fig. 2B).
El bloqueo del REa. por ICI (Fig. 2C) o utilizando un siRNA
especifico (no se muestra) que redujo los niveles del re-
ceptor evaluado por WA, inhibié la transcripcién de ambos
genes inducida por el progestageno. Asimismo, comproba-
mos la importancia de CCND1 en la proliferacion por MPA,
utilizando un siRNA especifico contra dicho mRNA (no se
muestra). Los resultados sugieren que la actividad del REq.,
presumiblemente a través de su capacidad de interactuar
con el RP, puede controlar la expresidon de genes asocia-
dos a proliferacion celular formando complejos nucleares
gue se unirian a elementos regulatorios y controlarian su
expresion en respuesta al MPA.

Realizamos ensayos de inmunoprecipitacion de la
cromatina (ChIP) para investigar la presencia del REa
y el RP en los promotores de CCND1y MYC. Para ello,
estudiamos la presencia de sitios PRE 'y ERE (estrogen
responsive element) en ambos promotores (solo se mues-
tra para CCND1, Fig. 2D). Estéa descripto que el promotor
de MYC humano posee sitios PRE funcionales?, mientras
que para CCND1 no se han informado secuencias PRE o
ERE en su promotor. Como se menciond previamente, la
induccion de la expresion de CCND1 por progestagenos
seria a través de eventos no genémicos mediados por el
RP. Haciendo un analisis minucioso de ambos promotores
humanos, encontramos diversos hemi-sitios PREy ERE
en ambas secuencias (solo se muestra para CCND1, Fig.
2D). Dichos elementos podrian mediar la unién de RP y
REa activados a ambos promotores, como fue descripto
para otros genes®. Observamos que el MPA provoco la
unién del RP y el REa a los mismos sitios en el promotor
de CCND1y MYC (solo se muestra para CCND1, Fig. 2E).
La unién del RP a ambas secuencias regulatorias no fue
afectada por el ICI, el cual inhibi6 la unién del REa (Fig.
2E). Resultados similares se obtuvieron luego de reducir
la expresion del REa. con siRNAs especificos (no se mues-
tra). En ensayos de ChlIP-reChIP (Fig. 2F), demostramos
que ambos receptores ocupan los mismos sitios en los
promotores de CCND1y MYC luego del tratamiento con
MPA. Estos resultados sugieren que ambos receptores
necesitan interactuar en los promotores de CCND1y MYC
para inducir transcripcion génica y proliferacion celular en
respuesta al MPA, y sustentan la hipétesis de que la pre-
sencia del REa en dichos promotores es requerida para
inducir los efectos antes descriptos, mediados por el RP.

Por otro lado, realizamos estudios en 15 muestras de
cancer de mama humano, pudiendo confirmar, por micros-
copia confocal, la colocalizaciéon nuclear entre el REa y
el RP intensa y moderada en 4 y 2 muestras, respectiva-
mente (no se muestra). Dichos resultados se validaron
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en ensayos de ColP a partir de extractos nucleares de
tres tumores humanos (Fig. 2G), uno con alta expresion
de RP (T1), uno con moderada expresion de RP (T2) y
uno RP- (T3), sugiriendo que la interaccion nuclear entre
ambos receptores podria tener un importante y aun no
explorado rol en el cancer de mama humano.

En este trabajo demostramos que el MPA induce
una interaccion directa y transitoria entre el REa. y am-
bas isoformas del RP en los promotores de dos genes
regulados por progestagenos, CCND1 y MYC. Dicha
actividad tendria efectos clave sobre la proliferacion de
células tumorales y seria dependiente de la actividad del
REa, dado que su bloqueo con FUL induce la regresion
de tumores C4-HD vy la inhibicion en la proliferacion de
células C4-HD y T47D in vitro, mediada por MPA. Nues-
tros resultados sugieren que la terapia combinada con
antiestrogenos y antiprogestagenos podria beneficiar a
pacientes seleccionados con cancer de mama. En mode-
los experimentales se demostré que el co-tratamiento de
antiprogestagenos con moduladores selectivos del REa.
podria tener efectos aditivos comparado con cada terapia
individual'®. Mas aun, la variante hormono-independiente
del tumor C4-HD (C4-HlI) responde mejor a la combinacion
de tamoxifeno con mifepristona (RU-486) que a cada
agente por separado''.

Recientemente, demostramos en células T47D que el
MPA induce la unién del RP junto con factores de trans-
cripcion (TF) como STATS5 y el receptor tirosina quinasa
(RTK) FGFR2 a secuencias regulatorias en el promotor
de MYC™. Los resultados expuestos en este trabajo indi-
can que el REa activado podria formar parte del mismo
complejo multiproteico. Como se explicd previamente,
la regulacién de CCND1 por progestagenos seria a
través de eventos no genémicos mediados por el RP% 6.
Actualmente, la interaccion citosdlica entre REa. y RP, es
necesaria para la activacion de las vias de sefalizacion
c-Src/p217as/Erk, PI3K/Akt y JAK/STAT® ¢ por Pg; con-
trariamente, otro modelo propone que un motivo rico en
prolinas en el RP seria suficiente para activar c-Src/Erk o
PI3K/Akt”. Nuestro grupo ha demostrado una localizacion
de membrana y citosdlica del RP clasico, sin embargo no
encontramos una colocalizacion entre el REa y el RP en
dichas estructuras celulares. Ambos modelos suponen
que esos mecanismos no gendmicos activados por Pg
llevarian a la activacion de TF en el promotor de CCND1
induciendo la transcripcién génica y la proliferacion celular.
Sin embargo, se ha demostrado recientemente que el RP
tendria efectos gendmicos sobre el promotor de CCND1'*
* actuando, por ejemplo, como coactivador de STAT3'®.
En este trabajo demostramos por primera vez que el RP y
el REa comparten las mismas regiones sensibles al MPA
en los promotores de CCND1y MYC (Fig. 2H). Dichos
complejos estarian formados ademas por coactivadores
de receptores hormonales (SRC, steroid receptor co-
activator), como por ejemplo AIB1 (SAIC 2010).
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Ademas de haber descripto una interaccion genémi-
ca entre el REa y el RP, nuestros resultados muestran
que las concentraciones antiestrogénicas de ICI fueron
capaces de bloquear la formacién de dichos complejos,
inhibir la transcripcion génica y la proliferacion celular
inducida por MPA, sin afectar en forma temprana la ac-
tivacion del RP. Esto implica un cambio en el paradigma
que establece que el REa mediaria la activacion de RP
por vias no gendmicas.

Finalmente, aqui mostramos que ambos receptores
hormonales se encuentran asociados en el nucleo en
muestras seleccionadas de cancer de mama humano,
sugiriendo que la activacion ligando-independiente de
dichos receptores podria estar implicada en el creci-
miento de dichos tumores. De esta manera, es posible
especular que los pacientes con alto grado de colocali-
zacion nuclear entre REa-RP podrian tener una mejor
respuesta a la terapia combinada de antiestrogenos con
antiprogestagenos. El desafio es identificar cuales son
los pacientes que se beneficiarian de estas terapias
combinadas.
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Me acerco dos pasos, ella se aleja dos pasos,
Camino diez pasos y ella se corre diez pasos mas alla,
Por mucho que camine, nunca la alcanzaré.

¢ Para qué sirve la utopia?

Para eso sirve, para caminar.
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