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UTILIZANDO OLIGODEOXINUCLEOTIDOS ANTISENTIDO EN CANCER DE MAMA EXPERIMENTAL*
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Resumen  Evaluamos el efecto del bloqueo de la expresion del receptor del factor de crecimiento semejante a la
insulina tipo | (IGF-IR) sobre el crecimiento in vivo de cancer de mama empleando una estrategia
“antisentido”. Utilizamos el adenocarcinoma mamario murino progestageno-dependiente C4HD. La administra-
cion intratumoral o sistémica de oligodeoxinucledtidos antisentido fosfotiolados al ARNm del IGF-IR (AS[S]JODN)
inhibi6é el crecimiento tumoral. El efecto antitumoral fue especifico debido a su dosis-dependencia y a la falta
de efecto en ratones tratados con el S[S]JODN “sentido”. Los tumores obtenidos de ratones tratados con
AS[S]ODN mostraron: disminucion en la expresion de IGF-IR y en la fosforilacion del sustrato del receptor de
insulina-1, inhibicion de la activacion de PI-3K/Akt, p42/p44MAPK y ErbB-2, mientras que la expresion y activa-
cion del receptor de progesterona no se afectd. Es la primera demostracion que el crecimiento de cancer de
mama puede ser inhibido por la administracion in vivo de AS[S]JODN al IGF-IR.
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Abstract Type linsulin-like growth factor receptor antisense strategies in experimental breast cancer.
We addressed the effect of targeting type | insulin-like growth factor receptor (IGF-IR), with antisense
strategies in in vivo growth of breast cancer cells. We used C4HD tumors from an experimental model of hor-
monal carcinogenesis in which medroxyprogesterone acetate induced mammary adenocarcinomas in Balb/c mice.
Intratumor or systemic administration of phosphorothiolated antisense oligodeoxynucleotides (AS[S]JODN) to IGF-
IR mRNA resulted in a significant inhibition of C4HD tumor growth. The antitumor effect was specific since
inhibition of tumor growth was dose-dependent and no effect was observed in mice treated with sense S[SJODN.
Tumors from AS[S]ODN-treated mice showed a decrease in IGF-IR expression and in insulin receptor substrate-
1 tyrosine phosphorylation. Activation of PI-3K/Akt, p42/p44 MAPK and ErbB-2 was abolished in tumors treated
with AS[S]JODN. Progesterone receptor expression or activity remained invariable. This is the first demonstration
that breast cancer growth can be inhibited by direct in vivo administration of IGF-IR AS[S]JODN.
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El receptor del factor de crecimiento semejante a
insulina (IGF-IR) juega un rol central en la regulacion del
crecimiento celular. Al activarse por union al IGF-I, tiene
funcion mitogénica en varios tipos celulares y protege a
las células de una variedad de sefiales apoptéticas. Tam-
bién induce diferenciacion en ciertos tipos de células y
tiene un rol crucial en el establecimiento y mantenimien-
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to del fenotipo transformado®. Un gran nimero de evi-
dencias indican que el IGF-IR es fundamental en el de-
sarrollo del cancer de mama y que esta involucrado en
un complejo cross-talk con las hormonas esteroideas,
las cuales regulan el crecimiento del tumor mamario?.
En nuestro laboratorio hemos demostrado que el IGF-
IR juega un rol central en la proliferacion del tumor C4HD
perteneciente al modelo experimental de carcinogénesis
hormonal en el cual el progestageno sintético acetato de
medroxiprogesterona (MPA) induce adenocarcinomas de
mama en ratones hembras BALB/c®*. El tumor C4HD es
de origen ductal, requiere administracion de MPA para
proliferar tanto in vivo como in vitro y expresa altos nive-
les de receptores de estrdgenos y progesterona (RP)S,
niveles normales de IGF-IR y sintetiza IGF-I*. Demostra-
mos que el bloqueo de la expresion de IGF-IR utilizando
oligodeoxinucleétidos antisentido (ASODN) al ARNm del
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IGF-IR inhibi6 la proliferacion inducida por MPA de culti-
vos primarios del tumor C4HD?* 8, indicando que el loop
autocrino IGF-I/IGF-IR participa en la proliferacion indu-
cida por MPA. Por otro lado, nuestros estudios de expre-
sion y funcion de los receptores tirosina quinasa tipo I:
RTKs (EGF-R/ErbB-1, ErbB-2, ErbB-3 y ErbB-4) y su li-
gando, heregulina (HRG), demostraron la existencia de
un cross-talk bi-direccional entre las vias de sefaliza-
cion de progestagenos y HRG/ErbBs que controlan la
proliferacion de células C4HD? ¢. Demostramos también
la existencia de una interaccion entre las vias de IGF-IR
y HRG/ErbBs, particularmente una interaccion jerarqui-
ca entre IGF-IR y ErbB-2 mediante la cual el IGF-IR diri-
ge la fosforilacion del ErbB-22. En este contexto, nues-
tros hallazgos identifican consistentemente al IGF-IR
como una pieza central en la proliferacion de células
C4HD dirigida por tres vias diferentes: el RP, HRG/ErbBs
y el propio loop autécrino IGF-I/IGF-IR. Segun estos an-
tecedentes el objetivo del presente trabajo fue evaluar el
efecto del bloqueo de la expresion del IGF-IR sobre el
crecimiento in vivo del tumor mamario murino C4HD uti-
lizando ASODN fosfotiolados al ARNm del IGF-IR
(AS[S]ODN). Para ello, se inocularon subcutaneamente
ratones hembras BALB/c con un fragmento de tumor
C4HD, y con un pellet de MPA en el flanco opuesto. Cuan-
do los tumores alcanzaron un volumen medio de 15 mm?
se inici6 el tratamiento con los [SJODNs empleando dos
estrategias distintas. Primero, evaluamos el efecto de la
inyeccioén directa intratumoral de 100 pg/dia/ratén del
AS[S]ODN o del [SJODN sentido (S[S]JODN) durante 14
dias. Como control adicional un grupo de ratones fue
inyectado con 100 pl del vehiculo (PBS). Al dia 15 el
tratamiento intratumoral con el AS[S]JODN inhibié un
62.3% y un 66.3% el crecimiento tumoral con respecto a
los controles (S[S]JODN y PBS respectivamente, (Figura
1A). Segundo, evaluamos el efecto de la administracion
sistémica del AS[S]ODN, ya que esta via de administra-
cién esté siendo actualmente utilizada en ensayos clini-
cos’. Los ratones fueron inyectados en el seno venoso
retrorbital con 1 mg/dia/ratén del AS[S]JODN, del S[S]JODN
0100 pl del vehiculo (PBS) durante 14 dias. Al dia 15 el
tratamiento sistémico con el AS[SJODN inhibi6 un 62.0%
y un 66.0% el crecimiento tumoral con respecto a los
controles (S[S]JODN y PBS respectivamente, (Figura 1B).
El tratamiento endovenoso con dosis mas bajas del
AS[S]ODN (0.25-0.5 mg/dia/ratén) resulté en una inhibi-
cién, si bien significativa, menor a la obtenida con la do-
sis de 1 mg diario con lo cual se comprobé la dosis-de-
pendencia del efecto inhibitorio (datos no mostrados).
Las diferencias en el crecimiento tumoral entre los rato-
nes tratados con AS[S]ODN vy los grupos controles fue-
ron aun significativas a lo largo de la semana
postratamiento en todos los protocolos realizados (Figu-
ra 1Ay B, dia 15-21). La inhibicién incompleta, aunque
muy significativa, del crecimiento tumoral obtenida en los
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tratamientos in vivo, intratumoral o sistémico, con el
AS[S]ODN al IGF-IR nos permitié contar con muestras
de tumor. Por lo tanto, nuestro modelo proporcion6 una
herramienta Unica para estudiar las vias de sefializacién
afectadas por el bloqueo de la expresién de IGF-IR. Para
establecer que el efecto antitumoral in vivo se debi6 a
un efecto antisentido especifico, se evalud la expresion
del IGF-IR en extractos proteicos de tumores extraidos
de ratones tratados con el AS[S]JODN y de ratones con-
troles (S[S]JODN o PBS) en el dia 15. Los resultados pre-
sentados a continuacidn corresponden al tratamiento
sistémico con 1 mg/dia/raton de [SJODN y fueron simila-
res a los obtenidos con el tratamiento sistémico a menor
dosis o con el intratumoral. Los andlisis de Western
blotting (WB) demostraron una significativa disminucion
(65-90%) en la expresion de las cadenas a y 3 del IGF-
IR en tumores de ratones tratados con el AS[S]JODN con
respecto a los controles (Figura 2A). Un paso crucial en
la via activada por IGF-IR es la fosforilacién del substrato
del receptor de insulina (IRS-1) y la activacion de la via
de fosfatidilinositol 3-quinasa (PI-3K)/Akt® °. Por lo tanto
se inmunoprecipitdé el IRS-1 y se evalud su estado de
fosforilacion. Los tumores de ratones tratados con el
AS[S]ODN mostraron una disminucion significativa en el
grado de fosforilacion en tirosina de IRS-1 con respecto
a los tumores de los grupos controles (Figura 2B). Para
evaluar el estado de activacion de PI-3K/Akt realizamos
ensayos de WB utilizando anticuerpos anti-fosfo-Akt
treonina 308 y anti-fosfo-Akt serina 473 como marcado-
res de activacion. Se detectd una significativa disminu-
cién en la fosforilaciébn de ambos residuos en tumores
de ratones tratados con AS[S]ODN con respecto a los
tumores de los grupos controles (Figura 2C). Para verifi-
car si se mantiene in vivo la interaccién jerarquica entre
el IGF-IR y el ErbB-2 descripta in vitro por nuestro labo-
ratorio®, estudiamos en los tumores obtenidos el estado
de activacion ErbB-2 y de ErbB-3, receptor con el cual
heterodimeriza preferencialmente el ErbB-2 en nuestro
modelo®®. Para ello se inmunoprecipité al ErbB-2 y al
ErbB-3 y se evalu6 su grado de fosforilacibn como mar-
cador de activacién. Como habiamos informado anterior-
mente en tumores C4HD que crecieron en ratones trata-
dos con MPA® ¢, detectamos una fuerte fosforilacion tan-
to de ErbB-2 como de ErbB-3 en los grupos controles,
mientras que en tumores de ratones tratados con el
AS[S]ODN el grado de fosforilacion de dichos recepto-
res disminuy6 significativamente (Figura 2D). Los nive-
les de expresion de ErbB-2 y ErbB-3 no se vieron afecta-
dos por el tratamiento in vivo con el AS[S]JODN (Figura
2D, panel inferior). M&s aun, el tratamiento de los tumo-
res con el AS[S]JODN disminuyé la formacion del
heterodimero funcional ErbB-2/ErbB-3 medida por en-
sayos de coinmuno-precipitacion (Figura 2E). Luego en-
sayamos el efecto del AS[S]ODN al IGF-IR sobre el es-
tado de activacion de la via de las MAPK/Erks por varias
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razones. Primero, porque es sabido que el IGF-IR activa
dicha via®. Segundo, porque en nuestro modelo el esti-
mulo proliferativo es el MPA actuando a través del RP y
porque multiples evidencias, incluyendo las propias®, su-
gieren que las MAPK inducen fosforilacion del RP modu-
lando su funcion't. Finalmente porque en cancer de
mama suelen detectarse niveles elevados de actividad
de MAPK los cuales han sido asociados con la pérdida
de respuesta hormonal y el desarrollo de metéstasis*.
Como se puede observar todos los tumores expresaron
niveles similares de p42/p44 MAPKs (Figura 2F, panel
inferior), mientras que el nivel de activacion de las mis-
mas, medido con anticuerpos especificos para la forma
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fosforilada, disminuyo significativamente en los tumores
tratados con el AS[S]JODN respecto a los controles (Fi-
gura 2F). Recientes hallazgos han demostrado la pre-
sencia de una interaccion bidireccional entre las vias de
factores de crecimiento y hormonas esteroideas® ¢ 0. Sin
embargo, pocas evidencias han sido publicadas con
respecto a la interaccion del RP y el IGF-IR®. Por lo tan-
to, investigamos si el bloqueo de expresién del IGF-IR
podia afectar la expresion y/o la activacion del RP. Se
detectaron niveles similares de expresion de RP en tu-
mores de ratones tratados con el AS[S]JODN con respec-
to a los grupos controles (Figura 2G, panel superior). En
cuanto a su activacion, recientes evidencias indican que
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Fig. 1.— Efecto de la administracién intratumoral o sistémica de AS[S]ODNs al IGF-IR
sobre el crecimiento in vivo del adenocacinoma mamario C4HD. Se inocularon sub-
cutaneamente ratones hembras BALB/c con un fragmento de tumor C4HD, y con un pellet
de MPA en el flanco opuesto. Cuando los tumores alcanzaron un volumen medio de 15
mm? se comenzo6 el tratamiento. A) Administracién intratumoral. Los ratones fueron in-
yectados directamente en el tumor con 100 pg/dia/ratén de AS[S]JODN (¥) (n=10), 100
pg/dia/ratén de S[S]JODN (a) (n=10), o 100 pl de PBS (m) (n=10) durante 14 dias. B)
Administracion sistémica. Los ratones fueron inyectados en el seno venoso retrorbital con
1mg/dia/raton de AS[S]JODN (¥) (n=10), 1 mg/dia/ratébn de S[S]ODN (n=10) (o) o PBS
(n=10) (m) durante 14 dias. El largo (L) y ancho (A) del tumor se midi6 diariamente (en
mm) y se calculé el volumen tumoral mediante la siguiente férmula (LxA?)/2. Al dia 15 la
mitad de los animales fueron sacrificados y se extirparon los tumores. Cada punto repre-
senta la media del volumen = ES de 10 tumores independientes durante los primeros 15
dias y de 5 tumores durante los dias 16-21.
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Fig. 2.— Mecanismos moleculares involucrados en el efecto antitumoral del AS[S]JODN al

IGF-IR. Al dia 15 la mitad de los animales de los grupos tratados en forma sistémica con
AS[S]ODN, S[S]JODN o PBS (ver leyenda de la Figura 1) fueron sacrificados y se obtuvie-
ron extractos proteicos de los tumores C4HD extirpados los cuales se analizaron por Western
blotting (WB). A) Efecto del tratamiento con AS[S]ODNs sobre la expresion de IGF-IR. Se
realiz6 una electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) con 100 pg del extracto
proteico y luego un inmunoblot con anticuerpos anti-cadena o del IGF-IR y anti-cadena 3
del IGF-IR. Se muestran dos tumores representativos de cada tratamiento. En los paneles
inferiores se muestra la expresién de actina como control de carga para cada Western blot.
B) Efecto del tratamiento con AS[S]JODNSs sobre la fosforilacion de IRS-1. Se inmunopre-
cipitd IRS-1 a partir de 500 pg de extracto proteico. El inmunocomplejo fue sometido a
un SDS-PAGE y analizado por WB con un anticuerpo anti-fosfo TYR (panel superior). Idén-
ticas alicuotas de cada inmunoprecipitado fueron sometidas a un andlisis por inmunoblot
con un anticuerpo anti-IRS-1 para verificar que la misma cantidad de IRS-1 fue
inmunoprecipitada (panel inferior). Se muestra un tumor representativo de cada tratamien-
to. C) Efecto del tratamiento con AS[S]JODNSs sobre la fosforilacion de Akt. Se realizé un
SDS-PAGE con 100 pg del extracto proteico y luego un inmunoblot con anticuerpos anti-
fosfo-Akt treonina 308 (panel superior izquierdo) y anti-fosfo-Akt serina 473 (panel superior
derecho). Las membranas fueron luego hibridizadas con un anticuerpo anti-Akt total (pa-
neles inferiores). Se muestra un tumor representativo de cada tratamiento. D) Efecto del
tratamiento con AS[S]JODNSs sobre la activacion de ErbB-2 y ErbB-3. Se inmunoprecipitaron
ErbB-2 (panel izquierdo) y ErbB-3 (panel derecho) a partir de 500 pg de extracto proteico.
Los inmunocomplejos fueron sometidos a un SDS-PAGE y analizados por WB con un an-
ticuerpo anti-fosfo TYR (paneles superiores). Las membranas fueron luego hibridizadas con
anticuerpos anti-ErbB-2 (panel inferior izquierdo) o anti-ErbB-3 (panel inferior derecho). Se
muestra un tumor representativo de cada tratamiento.

la fosforilacion del RP en el residuo serina 294 (Ser294)
se correlaciona con su actividad transcripcional**. Por lo
tanto, el siguiente paso fue evaluar el estado de fosfo-
rilacion del RP en Ser294 para determinar si el bloqueo

de la expresion del IGF-IR estaba afectando la activa-
cion del RP. La fosforilacion del RP determinada con un
anticuerpo especifico para la forma fosforilada del Ser294
no fue afectada por el tratamiento de los tumores con el
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Fig. 2.— E) Efecto del tratamiento con AS[S]ODNs sobre la heterodimerizacién de ErbB-2 y
ErbB-3. Se inmunoprecipitaron ErbB-2 (panel izquierdo) y ErbB-3 (panel derecho) a par-
tir de 500 pg de extracto proteico. Los inmunocomplejos fueron sometidos a SDS-PAGE
y analizados por WB con un anticuerpo anti-ErbB-3 (panel superior izquierdo) y anti-ErbB-
2 (panel superior derecho). Las membranas fueron luego hibridizadas con anticuerpos
anti-ErbB-2 (panel inferior izquierdo) o anti-ErbB-3 (panel inferior derecho). Como con-
troles 500 pg de extractos proteicos de tumores creciendo en ratones tratados con PBS
fueron inmunoprecipitados con suero de ratéon preinmune. Se muestra un tumor repre-
sentativo de cada tratamiento. F) Efecto del tratamiento con AS[S]JODNs sobre la acti-
vacion de MAPK. Se realiz6 un SDS-PAGE con 100 pg del extracto proteico y luego un
inmunoblot con un anticuerpo anti-fosfo-p42/p44 MAPK (panel superior). Las membra-
nas fueron luego hibridizadas con un anticuerpo anti-p42/p44 MAPK total (panel inferior).
Se muestra un tumor representativo de cada tratamiento. G) Efecto del tratamiento con
AS[S]ODNSs sobre la expresién de RP y la fosforilacion del residuo Ser294. Se realizé un
SDS-PAGE con 100 pg del extracto proteico y luego un inmunoblot con un anticuerpo
anti-fosfo-Ser294 RP (panel inferior). Las membranas fueron luego hibridizadas con un
anticuerpo anti-PR (panel superior). Se muestra un tumor representativo de cada trata-
miento. En todos los casos se muestra un experimento representativo de tres realiza-
dos. W: Western blot, IP: Inmunoprecipitacién.

AS[S]ODN, siendo ésta igual de intensa que en los con-
troles (Figura 2G, panel inferior). Estos resultados indi-
can que el bloqueo de la expresion del IGF-IR no inter-
fiere con la via del RP en los tumores C4HD. Esto resulta
particularmente interesante ya que indica que el tumor
tratado con AS[S]JODN exhibe altos niveles de
fosforilacion de RP en Ser294 a pesar de que las MAPK
estan menos activas que en los controles. Dado que el
bloqueo de la expresién del IGF-IR procede en presen-
cia de MPA, estos resultados sugieren que la fosforilacion

del RP en Ser294 inducida por MPA ocurriria, en este
caso, por una via independiente de las MAPKs.

En el presente trabajo demostramos por primera vez
que el crecimiento in vivo de un tumor mamario murino
puede ser inhibido bloqueando la expresion de IGF-IR
utilizando un AS[S]JODN administrado en forma intra-
tumoral o sistémica. Un hallazgo particularmente intere-
sante consistié en demostrar in vivo lo demostrado pre-
viamente in vitro: la existencia de una interaccion jerar-
quica entre IGF-IR y el ErbB-2 mediante la cual el IGF-IR
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dirige la activacion del ErbB-23. Estos resultados, en los
que se demuestra que el blogueo in vivo del IGF-IR en el
cancer de mama resulta en la inactivacion del ErbB-2,
tienen implicancias terapéuticas, ya que utilizando al IGF-
IR como blanco en el cancer de mama se podria tam-
bién inhibir la actividad de ErbB-2, aun en células que
sobreexpresan ErbB-2 como las C4HD. M4s aun, pudi-
mos disecar una red de interacciones entre las vias de
sefializacion de IGF-IR, los RTKs tipo | y el RP que fue-
ron afectadas diferencialmente por el bloqueo de la fun-
cion del IGF-IR. Por lo tanto, nuestro modelo nos propor-
cion6 una herramienta Unica para explorar las bases
moleculares de la contribucion del IGF-IR al desarrollo
del cancer de mama.

El hecho de haber logrado una significativa aunque
incompleta inhibicion del crecimiento tumoral bloquean-
do la expresion del IGF-IR suma apoyo a las numerosas
evidencias indicando que se debe apuntar a mas de un
blanco terapéutico para lograr el bloqueo completo de
las multiples vias de sefializacion utilizadas por el can-
cer de mama para proliferar. Nuestro hallazgo de que la
funcién del RP no fue afectada por el bloqueo del IGF-
IR, remarca la importancia de que un mejor entendimiento
de lared de vias involucradas en el desarrollo del cancer
de mama sea necesariamente desarrollado para el di-
sefio de nuevas estrategias terapéuticas.
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