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Caracterizacién de una linea de células epiteliales de endometrio de rata:
un modelo para estudiar el papel del receptor de estrégenos en la

proliferacion celular.,

Resumen.

Los estrogenos cjercen gran cantidad de
acciones en los tejidos de respuesta a estimulacion
estrogénica. Estas funciones estan directamente
relacionadas con proliferacion y diferenciacién
celular y estan mediadas por una molécula
transductora de la seftal hormonal conocida como
receptor de estrogenos (RE) que permite la
interaccion de la hormona con secuencias
especificas de DNA denominadas “clementos de
respuesta a estrogenos” (ERE) localizados en cl
promotor de los genes de respuesta a esta
hormona y modifica 1a tasa de transcripcién de
€st0s.

De gran interés ha sido la relacion
encontrada entre estimulacién estrogénica y
desarrollo ¥ mantenimiento de neoplasias en los
tejidos  estrogéno-dependientes, existen gran
cantidad de estudios enfocados a establecer 1os
mecanismos que subyacen a esta alteracién que
permite la proliferacion celular desordenada y
aberrante que es caracteristica de los tumores.

Se han  encontrade  evidencias
controversiales con respecto al verdadero papel
del RE como son la activacién sin la unién al
ligando, interacciones transcripcionales con otras
rutas celufares de transduccidn de seiiales
(factores de crecimiento, adenilato ciclasa y
protoncogenes celulares) que no han podido ser

1. Introduccion.

aclaradas hasta el momento.

Por estas razoncs pensamos que un
modeio celular de origen endometrial en el que se
pueda regular la expresién del gen que codifica
para ¢l RE seria de utilidad en el esclarecimiento
de algunas de esta incognitas.

Para cllo usamos la linca celular de
epitelio endometrial de rata denominada Rentro 1
que no expresa el gen enddgeno del RE y se le
transfectd, de manera cstable, el gen humano que
codifca para la forma silvestre del receptor de
estrogenos (HEGO) dentro del  sistema de
regulacién de la expresion genética tetracicilina
(tetOff) de Gossen y Bujard que nos permite
modular los niveles de expresion del RE. El
sistema es dosis-dependiente de tetraciclina y
posibilita “prender” y/o “apagar” ¢l gen.

Se obtuvd 1a linea celular R1°-49E1 que
expresa el RE lo cual comprobamos por
inmunolocalizacién y demostramos la capacidad
de regulacion del sistema por expresion del gen
reportero ERE-CAT y por ensayos de¢ unibn
hormona-receptor (binding) los que demostraron
que los niveles de expresion y constantes de
disociacion son similares a los reportados para ¢l
mismo receptor en células de endometrio y mama
tanto para el receptor endogéno como para el
transfectado establemente..

1.1. Hormonas Esteroides: estructura quimica y metabolismo.

Las hormonas se definen clasicamente como transmisores quimicos liberados por

células especializadas hacia el torrente sanguineo hasta llegar a los tejidos “blanco” o de
respuesta a estimulacién hormonal en donde ejercen sus efectos. Este es el concepto
endocrino que tradicionalmente se ha manejado; sin embargo, en la actualidad se sabe que
también existe el efecto hormonal paracrino (difusion y efecto hormonal en grupos de
células en la vecindad de la célula productora de la hormona) y autocrino (respuesta de una
célula a las hormonas que efla misma produce) '(Lachelin 1991).

Los esteroides son una subclase de lipidos que comparten una estructura basica
compuesta por un esqueleto de 4 anillos fusionados, 3 ciclohexanos (A,B,C) y un



ciclopentano (D), que se conoce como Perhidraciclopentanofenantreno o nicleo
esteroidal (fig. 1). Los esteroides comprenden una subcategoria de compuestos quimicos
que incluyen las gomas, la cadena lateral de fitol de las clorofilas, algunos aceites fragantes,
las vitaminas A, E, K y el colesterol*(0’Malley 1991).

Fig. 1 Niicleo esteroidal o perhidrociclopentanofenantrenc

La molécula precursora del colesterol y otros esteroles es el colestano, un nacleo
esteroidal de 27 carbonos ( 27-C) con grupos metilo en ef C-10 y C-13 y una cadena lateral
de 8 carbonos unidos en C-17. La fision de la cadena lateral entre el C-20 y 22 lleva a la
formacion de los esteroides de 21-C o serie de los pregnanos a la cual pertenecen las
progestinas. El posterior rompimiento de la cadena lateral entre los C-17 y 20 da como
resultado los esteroides de 19-C o serie de los androstanos, a la cual pertenecen los
androgenos; finalmente la remocion del grupo metilo en C-10 lieva a fa formacidn de los
esteroides de 18-C conocida como la serie de los estranos, a la cual pertenecen los
estrogenos’(Gore-Langton 1994). La esteroidogénesis  solo puede transcurrir en ese
sentido y no en el sentido inverso (21C-19C-18C)' (Lachelin 1991). (fig. 2)
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Fig. 2 Series de las hormonas sexuales.

La sintesis de hormonas esteroides implica reacciones de hidroxilacién que requieren
de nicotin-adenin dinucleotido reducido (NADPH), Oz activado y la accion del citocromo
P-450scc (cortador de la cadena lateral). En la realidad se ha visto que existen dos rutas
principales de esteroidogénesis; la de la pregnenolona y la de la progesterona, lo cual implica
que, visto de esta manera, esta dos hormonas representan los precursores de todos los



restantes esteroides hormonalmente activos 2 (O’Malley 1991). (fig. 3)
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Fig. 3 Rutas de sintesis de las hormonas esteroides.

El tipo de esteroide que es producido y secretado depende del estado fisiologico o
fisiopatélogico de las células esteroidogénicas y de la actividad de los sistemas enzimaticos
involucrados. Los estrégenos son principalmente sintetizados en el ovario por las células de
la teca y de del intersticio en conjunto con las células de la granulosa, aunque su sintesis
puede ocurrir también en la corteza adrenal pero en mucho menor medida’(Q’Malley
1991).

La inactivacién de los esteroides ocurre principalmente en el higado y los metabolitos
inactivados son excretados por el rifion. En general la actividad biologica es suprimida por
saturacién de las uniones dobles y el esteroide es convertido a una forma soluble en agua
por conjugacion con un acido, principalmente el glucosidurénico y el sulfurico*(Green
1987).

1.2. Los estréogenos: Definicion y estructura,

El término estrogenos es una denominacion genérica que incluye las hormonas
sexuales femeninas secretadas por los ovarios (durante la gestacion también por la placenta)
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), el primero es de 10 a 12 veces mas potente que el segundo (sobre la base
molar) y el més activo de los esteroides producidos por el ovario’(Gere-Langton 1994).

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 endoplamico liso. Este complejo enzimatico, 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 metil
del C-10, liberado como acido formico, seguida de un rearreglo del anillo A a una estructura
aromatica. La reaccion requiere de NADPH y Oz molecular’ (Gore-Langton 1994).

1.3. Sitio de sintesis de los estrégenos

En todas la 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 luteotréfica (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 maduracion folicular). Estos dos tipos celulares difieren en cuanto su
origen embriolégico y funcion en los procesos de produccidon de hormonas
esteroides’(Gore-Langton 1994).

La sintesis final de los estrogenos 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 androgenos como androstenediona o
androsterona, pero su capacidad de aromatasa, si es que existe, es muy limitada, y la funcién
principal de las células de la granulosa, dentro de este proceso de esteroidogenesis, es la
conversion de estos androgenos a compuestos de 18-C como los estrogenos.® (O’ Malley
1991,Gore-Langton 1994 ),

La base funcional de la cooperacion en la biosintesis de estrogenos transcurre de la
siguiente manera; las células de la teca son estimuladas por la LH para producir andrégenos
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 produccién propia de sustratos aromatizables para, finalmente,
sintetizar estrogenos. De hecho las evidencias experimentales que llevaron a esta conclusion
también llevaron a la formulacién de la teoria conocida como “dos tipos celulares- dos
gonadotropinas” que implica el importante papel de ambos tipos de células dentro de los
procesos de regulacion de la esteroidogénesis.2’3( O’Malley 1991,Gore-Langton 1994 ).



1.4. Acciones de los estrégenos.

1.4.1. En diferentes organos blanco.

La accion de los esteroides sexuales contribuyen, en diversos niveles, al éxito de los
procesos reproductivos, actiian sobre los centros del sistema nervioso central que controlan
el comportamiento sexual y permiten el coito en el momento que los ovocitos maduros son
liberados de los foliculos. También ejercen su efecto sobre la musculatura y cilios del
oviducto para que el ovocito sea capturado por las fimbrias y retenido en el sitio donde se
realiza la fertilizacion. Asimismo favorecen el transporte de los espermatozoides a este sitio
y el momento adecuado de entrada del huevo fecundado en el Gtero. Por ultimo, determinan
los cambios endometriales que deben ocurrir para la implantacion , el desarrollo del embrion,
el mantenimiento de la gestacion y finalmente el parto’(Gore-Langton 1994).

En general se puede decir que estin involucrados con procesos de crecimiento,
proliferacién y diferenciacion celular de los tejidos relacionados con los aspectos
reproductivos en los mamiferos. En las hembras de los mamiferos, antes de la madurez
sexual, los estrogenos son secretados en concentraciones sumamente reducidas, pero al
llegar a la pubertad su secrecion aumenta considerablemente por la influencia de las
gonadotropinas (LH y FSH).

Es en este momento que inducen las modificaciones que conducen al desarrollo de
los caracteres sexuales secundarios y los cambios en la anatomia e histologia del tracto
reproductor; el epitelio vaginal pasa de clibico a estratificado, la vagina aumenta de
volumen, algo similar ocurre con el epitelio de los oviductos en el que ademas induce el
aumento de células glandulares y ciliadas. En la glandula mamaria producen aumento del
estroma, desarrollo del sistema de conductos y depésito de grasa, en {itero propician el
aumento de volumen pero lo mas importante ¢s el efecto que presentan sobre el tejido de
revestimiento del atero; el endometrio en donde produce los cambios asociados al ciclo
endometrial que conllevan variaciones draméticas en la proliferacion de las células
endometriales que son caracteristicas de los ciclos estrales en las hembras de mamiferos no
primates y de los ciclos mentruales en los primates’(Guyton 1992).

Es decir que los Ez influencian el crecimiento, diferenciacion y fisiologia de muchos
tejidos conocidos como de “respuesta estrogénica”; como atero’(Strauss 1991), oviducto
(Lau 1990), la glandula mamaria’(Going  1988), hipotalamo’(Sar  1986) e
hipofisis'°(Friend 1995).

Asimismo en tejido Oseo estos esteroides ejercen un papel importante en el
mantenimiento del tejido y se ha demostrado su importancia en la fisiologia de otros tejidos
como el higado™''(Lachelin 1991,Ciocca 1995) asi como también, el hecho de gran
importancia clinica de su participacion enla aparicién y mantenimiento de algunos tumores
derivados de mama'>™( Van de Vijver 1991, Fuqua 1991, 1992), utero &1
(Bergvist 1993, Howell 1994, Kohler 1995, Ma 1994,), prostata’ (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).

1.4.2. En la fisiologia endometrial.

El endometrio es el tejido que reviste la cavidad uterina y que se relaciona de forma
muy importante con los procesos de implantacion y desarrollo del embrion en Jas hembras de
los mamiferos, principalmente los placentados verdaderos (Eutheria). Presenta ciclos
periddicos que son una representacion tisular de los ciclos reproductivos que sigue el
organismo como un todo.

Uno de los efectos mas notables de los estrogenos a nivel proliferativo y de
diferenciacion celular se puede observar en el ciclo endometrial de las hembras de los
mamiferos placentados, que aunque con algunas diferencias es basicamente el mismo entre
los primates y los demas mamiferos. Los primeros presentan ciclos endometriales periédicos
menstruales con sangrado final, si no existe fecundacién, como en el caso de las hembras de
los humanos, en el cual se pueden distinguir 5 fases o etapas claramente definidas, en un
ciclo “normal” de 28x5 dias; el ciclo inicia en el primer dia del sangrado o “menstruacion”
(dia 1) y continua hasta el dia 5, del dia 6-9 se considera la fase proliferativa temprana, del
9-14 la proliferativa tardia, con la ovulacién en el dia 14, posteriormente del dia 15 al 21 se
define la fase secretora temprana y del 21-28 la fase secretora tardia y con ella el fin de este
ciclo y el inicio de otro. Las fases proliferativas son determinadas principalmente por
estimulacion estrogénica y corresponden a la fase folicular del ciclo ovérico, con un pico de
LH antes de la ovulacion (que corresponde al pico de estradiol en esa misma etapa), y en las
fases secretoras predomina el estimulo progestacional y corresponden a la fase lutea del
ciclo ovarico. ¥%%°( Strauss 1991, Lessey 1988, Brenner 1994).

Obviamente que este ciclo se ve alterado si existe fecundacion, ya que esto lleva
hacia la decidualizacion del endometrio y los cambios asociados con la gestacion.

En las hembras de mamiferos no primates existe un ciclo denominado “estral”, uno
de los més conocidos es el de la rata que corresponde normalmente a un ciclo de 4 dias, que
se se divide en las siguientes fases: proestro, estro, metestro, diestro; siendo en el estro
cuando presenta la ovulacion. En este esquema no existe hemorragia transvaginal, pero en
general se sabe que los acontecimientos endécrinos y celulares que ocutren durante el ciclo
estral son en esencia los mismos que los del ciclo menstrual”’(Ganong 1988). El proestro es
el periodo en el que el tracto genital de la hembra esta preparandose para la fecundacion y
corresponde 2 la fase proliferativa del ciclo menstrual, es seguido por el estro durante el cual
se produce la ovulacion y la cépula. Contintia un periodo llamado metestro durante el cual
los cambios en el tracto reproductor son mas lentos | cual sigue el diestro en el cual las
hormonas ovéricas preparan al tracto reproductor para recibir el huevo fecundado , estos
periodos corresponden con la fase secretora del ciclo endometrial en animales con ciclo
menstrual”®(Freeman 1994).

La expresion del RE durante el ciclo menstrual corresponde de manera coordinada
con los niveles de estrogenos plasmaticos durante el ciclo con un pico en el dia 13, justo



antes de la ovulacion y cuando los niveles de E2 estan disminuyendo. (fig. 4)
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Fig. 4 Concentraciones de E2 y RE durante el ciclo menstrual. (Tomado de Straus, 1991°).

Todos los cambios inducidos por los Ez se inician con la unién de la hormona a su
receptor y su posterior interaccion con los genes que en su region promotora presenten
elementos de respuesta a estrogenos (ERE) y Ja consecuente modificacion de sus tasas de
transcripcion. La estimulacion estrogénica induce la sintesis de somatomedinas como el
factor de crecimiento similar a insulina 1 (IGF-1), factor de crecimiento transformante o y B
(TGF o y B ), factor de crecimiento epidermal (EGF) asi como de su receptor (EGFr),
también incrementa la expresion de protooncogenes como myc, fos, jun involucrados en la
regulacion de la expresion genética y la sintesis de DNA en ttero®(Strauss 1991).

Los genes que codifican para los receptores hormonales estan, asimismo, bajo
control hormonal, por ejemplo la estimulacién con E2 induce la sintesis del RE y promueve
la sintesis del receptor a progesterona (RP) que a su vez al unirse a la hormona regula el
efecto estrogénico inhibiendo la sintesis del RE, pero también efectuando una
retroalimetacion negativa sobre Ia sintesis de su propio receptor. Estos mecanismos tienen
como finalidad proteger a la células de una excesiva estimulacion hormonal que pudiera ser
dafiina’(0’Malley 1991).

1.5, Importancia del RE en procesos patologicos.

1.5.1. Cancer mamario y endometrial.

Una de las razones por la que se intensifico en las dos Gltimas décadas la
investigacion en el campo de los mecanismos de la accion estrogénica y el papel del RE en
proliferacién celular se debe a la relacién existente entre estimulacion estrogénica y la
aparicién y mantenimiento de neoplasias tanto beningnas como malignas (cancer), sobre

I3

todo de mama y endometrio, asi como con otras patologias como la endometriosis.

Un hecho incontrovertible en cuanto a la relacion entre neoplasias y estimulacion
estrogénica se encuentra en el caso del cancer de mama. Aunque el origen del crecimiento
neoplasico es un fenémeno multifactorial y multietapas, en los ltimas décadas se ha visto



que uno de estos factores de riesgo mas importantes es la estimulacion hormonal, siendo 1la
estimulacion estrogénica considerada como una de las posibles fuentes originales de la
transformacion neoplasica. Esta situacién parece mas obvia en el caso de la mama en la que
se ha establecido claramente que la exposicion prolongada es un factor de riesgo importante.
De hecho uno de los eventos clinicos de mayor importancia tanto en el diagnéstico como el
prondstico y estrategias de tratamiento en la pacientes de este tipo de cancer es la
determinacion de la dependencia hormonal del tumor, esto es, la presencia de los receptores
hormonales, principalmente receptor de estrogenos (RE)y receptor de progesterona (RP)
2.30313%genderson 1982, Henderson 1988, Marchand 1994, Thomas 1984).

La presencia de estos receptores en las células cancerosas de tejido mamario
predicen un bajo riesgo de recurrencia, una mayor y mejor sobrevida y permite identificar
tumores que responden a la terapia hormonal. Sin embargo el 50% de los tumores RE+ que
originalmente responden a terapia hormonal con antiestrégenos, progresan a un estado de
independencia hormonal y los mecanismos que operan en este fenémeno son totalmente
desconocidos™(van Agthoven 1993).

Por otro lado, en relacion al carcinoma endometrial, se sabe que es el mas comin de
los canceres ginecologicos con aproximadamente 33,000 nuevos casos en EEUU por afic. A
pesar de que las bases moleculares de su origen se desconocen se asume, de manera
generalizada, que la exposicién del utero a dosis elevadas de E2 es el principal factor de
riesgo para el desarrollo de esta neoplasia.

La relacion entre los estrégenos y cancer endometrial es compleja y poco clara, pero
el desarrollo de hiperplasias endometriales dosis-dependientes de E2 ha sido bien
documentada. Por ejemplo, un porcentaje significativo de mujeres con tumores de células de
la teca y granulosa son diagnosticadas con hiperplasia adenomatosa y 9% con carcinoma
endometrial. Igualmente ocurre en las mujeres anovulatorias con sindrome de ovario
poliquistico debido a que el endometrio esta cronicamente expuesto a los Ez. Peterson y sus
colaboradores estimaron que la terapia ciclica con estrégenos incrementa el riesgo de cancer
endometrial de 1x1000 a 4x1000/afio®.

La mayoria de los canceres endometriales (60-70 %) expresan el RE* (Assiskis
1996) v aunque existen pocos reportes sobre la significancia clinica de este evento en
endometriomas, la presencia del RE correlaciona de manera adecuada, tal y como ocurre en
el cancer de mama, con factores pronosticos favorables como fenotipo poco agresivo y
ausencia de invasion miometrial®* (Kaupilia 1988).

En un estudio realizado en 56 casos de carcinoma endometrial en la busqueda de
mutaciones del gen del RE, bajo el principio de que en cancer de mama se han documentado
una cantidad importante de mutaciones asociadas al desarrollo neoplasico, se encontr6é un
bajo porcentaje (10 %) de mutaciones, de tal modo que no es posible correlacionar las
mutaciones del gen del RE con la aparicion de los endometriomas'’(Kholer 1995). También
Assiskis encontrd resultados muy similares a estos cuando analizd por polimorfismos de
restriccion las mutaciones asociadas a carcinoma de endometrio (8.5 %), por lo que sus



conclusiones son similares a las del reporte anterior*'(Assiskis 1996),

De capital interés han sido algunos estudios que demostraron que la reexpresion del
RE en lineas celulares de cancer de mama que no expresan ¢l RE (RE-) coinciden con una
disminucion de la proliferacion y capacidad invasiva de las células tumorales®'(Garcia
1992). Resultados similares se obtuvieron cuando se transfecto de manera estable el gen del
RE en células MDA-MB 468 (cancer de mama) que no expresan el RE*(Wang 1997).

El significado de este tipo de hallazgos aun permanece por ser establecido pero sin
embargo el potencial que representan, sobre todo con intencion terapéutica podria ser de
suma importancia.

1.5.2. En la endometriosis.

La endometriosis es una enfermedad que se presenta durante la vida reproductiva de
la mujeres y que consiste basicamente en la implantacion y proliferacién de tejido
endometrial fiiera de la cavidad uterina, es decir en localizacion ectopica. Se asocia
principalmente con infertilidad, con una incidencia de 20-40 % 'y en poblacion abierta de
0.1% a 1%. El sintoma caracteristico es la dismenorrea (dolor menstrual), aunque también
se puede presentar con sangrados transvaginales fuera de ciclo y dispareunia (dolor durante
el coito)’”**(Alvarado 1992, Mahmood 1991).

Los sitios preferenciales de ubicacion de los implantes ectopicos se encuentran en la
cavidad peritoneal, aunque se han documentado incluso en pulmén y vias acreas superiores.
En muchos casos los implantes endometridticos pueden estar sincronizados con el
endometrio eutépico e incluso presentar el sangrado menstrual caracteristico, pero en otros
casos no se observa este fenomeno y el tejido endometridtico se comporta de manera
auténoma’*>**(Alvarade 1992, Olive 1993, Rock 1992).

El tratamiento mas comin es ¢l uso de Danazol (17-pregna-2-4-dien-20-inol{3,3-D]
isoxasol-17-ol) por periodos prolongados (6-12 meses) el cual suprime la secrecion de LH y
FSH, inhibiendo, por lo tanto, la esteroidogénesis gonadal. El tratamiento es relativamente
exitoso sobre todo en la supresion de los sintomas, pero con respecto a la infertilidad no
existen elementos decisivos para hacer afirmaciones al respecto. Desafortunadamente en
cuanto se suspende el tratamiento se restablece la proliferacion de los focos endometrioticos
y los sintomas. En general presenta una recurrencia del 40 % y parece obvia la dependencia
de la estimulacion estrogénica’ ™ *(Alvarado 1992, , Olive 1993, Rock 1992).

Desde inicios de los 80’s Bergvist y sus colaboradores han estudiado la relacion
entre la expresion del RE y el mantenimiento de los focos endometriéticos y han encontrado
que la expresion del RE es diferente en ¢l endometrio ectopico comparado con el eutdpico y
concluyen que los niveles de expresion en el tejido endometriotico son menores que en el
tejido normal y en algunos casos no es posible detectar el receptor'**-*(Bergvist
1993,1981, 1984).



Otros estudios han obtenidos resultados similares pero agregando que no solo se
puede hablar de niveles menores sino heterogéneos de expresion del RE dependiendo de si
se trata de una lesion primaria o recurrente, y del sitio de localizacion del foco
endometriotico>*>***(Lessey 1988, 1989, Higuchi 1995, Prentice 1992). En el caso de la
endometriosis, como en el de cancer de mama y endometrio la profiferacion de los tumores
puede progresar a la independencia hormonal o resistencia al tratamiento y aunque se sabe
que el RE tiene un papel importante en estos procesos se desconoce cual es.

1.6. Mecanismos de accién estrogénica.
1.6.1. Modelos clisico y de cascada.

Historicamente la investigacion sobre los mecanismos de accion de la estimulacion
estrogénica se inicio 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 afios después dos grupos de investigacion propusieron, en forma
independiente, el primer modelo de accion 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 modificacion de la expresion genética de las células de
respuesta a la hormona “148(Gorski 1968, Jensen 1968). Posteriormente la investigacion en
este campo se vio incrementada debido a la relacién que se encontrd entre cierto tipo de
canceres femeninos y las hormonas sexuales.

El modelo que se acepta actualmente no difiere mucho del originalmente propuesto,
conocido como “de dos pasos” en el que se asume que los estrogenos libres difunden
pasivamente hacia el interior de la célula, una vez dentro son retenidos por la formacién de
un complejo con proteinas intracelulares especificas del tejido y para el esteroide
“(Katzenellenbogen 1980), conocidas como RE, que se encuentran 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 disociacion entre 10%-10° M. Esta union significa
la “activaciéon” del receptor, lo que implica cambios conformacionales en el receptor que le
permiten unirse a sitios especificos en DNA y de actuar como un activador o modulador
transcripcional’’(Landers 1992).

La caracteristica principal de este modelo es que el mecanismo de accion de la
estimulacién estrogénica implica dos pasos : 1) la activacion del receptor por unién con la
hormona y 2) la unién al DNA que induce la transcripcion de un gene estructural, que sirve
como plantilla para la sintesis de una proteina que, eventualmente, modifica la actividad

celular.(fig. S)
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Fig. 5 Modelo propuesto para el mecanismo de accidn estrogénica de “dos pasos”. plhe (proteina
ligadora de hormonas esteroides), E2 (178-estradiol), RE (receptor de estrégenos), ERE (elemento de
respuesta a estrégenos) [ modificado de Landers 1992% y Schuchard 1993°1

Mas recientemente el grupo de Spelsberg *’(Landers 1992) propuso un modelo que
incluye la posibilidad de que la accion de los estrogenos se lleve a cabo ejerciendo su efecto
transcripcional inmediato sobre genes de respuesta temprana que codifican para proteinas
reguladoras , como los protooncogenes myc, fos y jun, los que actian como estaciones de
relevo para la accion hormonal v que a su vez activan transcripcionalmente a otros genes
estructurales que serian los responsables del cambio fenotipico en las células.(fig. 6)
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Fig. 6 Modelo de cascada propuesto por Spelsberg para el mecanismo de acciéon de las hormonas
esteroides. TF=factores de transcripcion, (Landers 1992%)

La estructura de los elementos de respuesta a esteroides son notables por su
similitud, sus secuencias varian solo ligeramente, como ya se habia mencionado
anteriormente, lo cual nos habla de una especificidad elevada, por ejemplo el elemento de
respuesta a estrégenos (ERE) tiene la secuencia GGTCANNNTGACC (donde N puede ser
cualquier base) y solo difiere ligeramente del elemento de respuesta a hormona Tiroidea
(presenta solo una base de secuencia intermedia).

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

Esta situacion llevo a muchos grupos cientificos la bisqueda de nuevos
conocimientos para entender los mecanismos y las vias involucradas en la accion de los
esteroides. A la fecha existen maltiples estudios cuyos hallazgos involucran basicamente tres
rutas de regulacion y sefializacién celular; la de adenilato ciclasa (AMPc), la de los
protooncogenes nucleares, principalmente fos, myc y jun, y la de los factores de crecimiento
particularmente el EGF y el IGF-1. A continuacion se muestra una breve revision de la
importancia de cada una de estas rutas,
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1.6.2. Estructura del receptor de estrogenos (RE):

Todas la acciones que los estrogenos ejercen a nivel transcripcional y que han sido
comentadass en los capitulos anteriores,estan mediadas por una molécula que se conoce
como el receptor de estrogenos (RE) que es una proteina nuclear, de aproximadamente 66
KiloDaltones (KDa) de peso molecular, altamente fosforilada, que funciona como una
molécula transductora de la sefial hormonal y actia como factor de transcripcion, con
capacidad de unién a secuencias especificas del DNA en el genoma, y regula, en
determinados momentos la cantidad de transcritos de RNA mensajero (RNAm)*>** (Parker
1993, 1995). Es de localizacién nuclear y ha sido demostrada por inmunomicroscopia
electronica su presencia en varios tipos celulares de tejidos de rata como; epiteliales de
endometrio, cuerpo luteo, hepatocitos, epiteliales de duodeno, musculo estriado, células de
tubulo contommeado proximal de rifion, linfocitos, neuronas y adipocitos’‘(Echeverria

1994).

El gen que codifica para el RE fue clonado y secuenciado a partir de células MCF7
(cancer de mama humano) por dos grupos, en forma independiente, y ambos coinciden en
que el cDNA de 1785 pares de bases (pb) codifica para una proteina de 595 aminoacidos
(aa) y 62.5 KDa de peso molecular.*>*® (Greene 1986, Green 1986). Posteriormente se
establecio que la secuencia presentaba un artefacto de clonacion; el cambio de una valina por
una glicina en la posicion 400, esta forma mutada se conoce como HEOQO o VAL 400 para
diferenciarla del gene silvestre humano que se denomina HEGO’’(Levenson 1994).

Este receptor pertenece a una gran familia de receptores, entre los cuales se
encuentran los especificos para progesterona (RP), glucocorticoides (RG), hormonas
tiroideas (RT), Vitamina D (VD), retinol (RaR), asi como los conocidos como “receptores
huérfanos”, con los cuales mantiene una alta homologia en algunos de sus dominios™(Evans

1988).

Cada uno de los integrantes de esta familia tiene en su estructura tres dominios
importantes para su funcién bioldgica: una secuencia especifica en la region C-terminal, en
donde se une el ligando y contiene ademas dos funciones de activacion (TAF-2 y TAF-2a),
una regiébn para su unién a sitios especificos dentro del genoma (DNA) y por tltimo, el
dominio amino terminal, el cual tiene la funcién de activacién de la transcripcién (TAF-1).
Aparte de estos tres sitios, existen otros mas, que si no son del todo necesarios para la
transcripcién, una aiteracion en su secuencia de aminoacidos modifica la respuesta generada
por el complejo ligando-receptor.”*'(Parker 1995, Levenson 1994).

El RE como todos los otros receptores hormonales de esta familia, estd codificado
por un gen Ginico que contiene 8 exones y se divide en seis regiones, A-F, Asi, el exon 1
codifica para el dominio N-Terminal (A/B), los exones 2-3 , el dominio de unién al DNA
(C); el exon 4 para el conocido como dominio “hinge” (bisagra) (D); y los exones 5-8
codifican para la region de union del receptor al esteroide (E-F) (fig. 7). Para que un
receptor cumpla con su funcion debe llevar a cabo varias etapas : translocacién al nicleo,
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union al ligando, dimerizacion del receptor, unién al DNA y activacion de la transcripcion.
Todas estas funciones se llevan acabo por la presencia de sitios especificos dentro de la
secuencia de aminoacidos que conforman ésta proteina” (Krust 1986).

180 263 302 553 595aa,

TAF1 DBD NLS HBD-TA

Fig. 7 Estructura y organizacién funcional del RE. el dominio A/B contienc la funcidén de activacion de
la transcripcion 1 (TAF 1) que es independiente de Ia union del ligando, cl dominio C la regién de
union a2 DNA (DBD), entre la regién C y D se encuentra la seiial de localizacion nuclear (NLS), ¢l
dominio E contiene las regiones de unién a la hormona (HBD) y 1a de activacion de la transcripcion 2
(TAF 2) dependiente de 1a unién con la hormona, finalmente el dominio ¥ no tiene una funcion
claramente establecida pero las evidencias experimentales indica que podria ser el dominio de
regulacion de la actividad transcripcional y eventualmente, una zona de determinacion de la tejido

especificidad, ™" (Parker 1995, Levenson 1994).

E] dominio de union 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 ion de este elemento unido a 4 residuos de cisteina para formar la estructura
proteica que mas comunmente interactia con secuencias de DNA (0’ Malley 1991)

E] RE se encuentra localizado principalmente en el niicleo, independientemente si
esta o no unido a su ligando, sin embargo, existen algunas evidencias que sefialan que a
pesar de que también se encuentra difundido en el citoplasma, éste se transporta rapidamente
al nucleo por un mecanismo dependiente de energia 6051 Guichon-Mantel 1991, Dauvois
1993). Vazquez-Nin y colaboradores demostraron a nivel ultraestructural la localizacion del
RE en el niucleo de la celulas uterinas de rata (endometrio, miometrio y fibroblastos
uterinos) en donde se encuentra asociado a particulas de ribonucleoproteinas heterogeneas
nucleares. También demostraron un efecto postranscripcional de los Ez en el cual la
ovariectomia induce la retencién de RNAm en el nicleo de estas células y ¢l consecuente
aumento de granulos pericromatinianos, los cuales son rapidamente transportados hacia el
citoplasma despues de la admistracion del estradiol, antes de que este pueda ejercer un
efecto a nivel transcripcional®®(Vazquez-Nin 1991).

La region principal de sefializacion para la localizacion del receptor a nivel del nicleo
esta formada por tres regiones basicas que se encuentran cercanas al extremo C-terminal del
dominio de unidén al DNA, las cuales estdn expuestas aln en ausencia del estradiol
6384(picard 1990, Ylikomi 1992).

Desde hace varios afios se acepta que el RE sin ligando se encuentra formando un

complejo oligomérico en el cual se pueden encontrar algunas otras proteinas unidas, como
la hsp90 (proteinas de choque termico)®*(Catelli 1985, Redeuilh 1987) u otras proteinas
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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 “®*(Smith 1993). Chambraud® y Schiatter™ demostraron que el sitio de unién
de la hspS0 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 aminoacidos (aa). Este sitio
ha sido bien caracterizado por diferentes investigadores’>">” (Katzenellenbogen 1987,
Kumar 1986, Fawell 1989) y se sabe que los aminodcidos que se encuentran en la region
entre 518-525 son necesarios para la union del estrogeno a su receptor."(Danielian 1993).

El complejo activado RE-Ez se une en forma de homodimero 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 identificado en la region promotora
del gen de vitelogenina A2 de Xenopus laevis y corresponde a la secuencia
GGTCACAGTGACC y anteriormente ya se habia identificado la presencia de este
palindrome en las secuencias de flanqueo 5° de varios genes regulados por estrogenos
3(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 ¢! receptor a hormona tiroidea
reconoce la misma secuencia externa pero solo hay una base interna, es decir, N=lyla
secuencia es un palindrome invertido de 11 bases’(Q0’Malley 1991).

En contradiccion a los datos anteriormente referidos, Gorski’® en 1993 basandose en
resultados propios y de otros investigadores, propone que el RE se une al DNA en forma
monomérica, sin necesidad de unirse con el ligando, pero si en asociacion con otras
proteinas para formar un complejo heterodimérico con capacidad de unién al DNA. Esto
posibilitaria que las proteinas que se estarian uniendo al receptor de estrogenos sean
diversas, lo que daria mayor libertad en la regulacion de la amplia variedad de ERE's
presentes en el genoma y, probablemente, la tejido-especificidad.

Desde esta perspectiva la union del receptor con la hormona no tendria efecto en la
union al DNA , pero st posibilita los cambios conformacionales que permiten al receptor
interactuar con otras proteinas y/o factores de transcripcion e incluso con otras proteinas de
cromatina asociadas a esos genes, lo cual constituiria verdaderamente el disparo de la
actividad transcripcional del receptor. Esto implica que en las células intactas el receptor de
estrogenos se comporta como si estuviera inmovilizado, probablemente unido a DNA 6 a
proteinas de la cromatina en la cercania de los genes que regula transcripcionalmente. Por lo
tanto, la unién a estrégenos no tendria influencia en la union del receptor al DNA, pero si
induciria cambios dramaticos en su estructura, siendo el maés importante la reduccién en
hidrofobicidad superficial del receptor; es decir, la internalizacion de la cadena lateral de
aminoacidos hidrofobicos en el extremo COOH terminal, sitio en donde se ubica el dominio
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de unién al ligando™*(Gorski 1993).

De hecho, con anterioridad ya se especulaba con la posibilidad de que los receptores
hormonales en general y el RE en particular pudieran ser activos transcripcionalmente ain
sin unirse con el ligando, sugiriendo que la unién con la hormona simplemente aumenta su
actividad. Esto llevaria a un concepto nuevo sobre la accion de las hormonas esteroides en el
cual ]as hormonas no inician nuevos eventos, en cambio regulan o modulan los procesos que
ya estan en operaci()nT’(Clark 1994). Desafortunadamente en la actualidad aun no se
cuenta con el conocimiento suficiente que permita concluir de forma determinante sobre este

tema.

Por otro lado y como se sefialo en los parrafos iniciales, ¢l RE es una proteina
altamente fosforilada y un gran nimero de autores coinciden con el hecho de que dicha
fosforilacién (in vive) 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 funcion, sin embargo para compuestos con actividad antiestrogénica,
como los ICI o el tamoxifen, se ha demostrado que incrementan la fosforilacién del receptor
en sitios especificos sin activar la transcripcion.

En relacion 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
epidermal [EGF], factor de crecimiento similar a la insulina [IGF-1]) son capaces de inducir
la fosforilacién y activacion del RE a través de sefiales 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 unidn del ligando, de unién al DNA , en la activacion de
la transcripcion y el reciclamiento de los receptores” (Kiuper 1994).

1.6.3. Interaccion del RE con los antiestrogenos.

Los antiestrogenos son compuestos que antagonizan los efectos que la estimulacion
estrogénica tiene sobre los tejidos de respuesta a esta hormona por lo que se les ha dado
gran importancia para uso terapéutico (fig. 8). Su efecto inhibitorio lo llevan a cabo por
competencia con la hormona natural por ¢l RE, alterando su conformacion lo cual impide
que ejerza su efecto transcripcional 8.36(Katzenellenbogen 1985, Jordan 1990).
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Fig. 8 Estructura quimica de los antiestrégenos de mayor uso en ensayos experimentales. El tamoxifen

es un antiestrogeno de tipo parcial y de amplio uso en la terapia medica, el ICI 164,384 es un
antagonista puro.

Los estudios del grupo de Katzenellenbogen de los tltimos 5 afios han llevado a la
conclusion de que la respuesta génica a los E2 y antiestrégenos depende de 4 factores: 1) la
naturaleza del RE, es decir si se trata de la forma silvestre o alguna variante, 2) el tipo de
promotor que presenta el gen, 3) el contexto celular y 4) el ligando. Pero también concluyen
que la respuesta genética puede ser modulada por AMPc, factores de crecimiento y
substancias que afectan la actividad de protein-cinasas y de fosforilacion celular®’
(Katzenellenbogen 1993).

Los modelos de la accién molecular de los antiestrogenos son muy recientes y se ha
encontrado que existen dos categorias de antiestrogenos; a) los parciales o agonistas-
antagonistas (tipo 1), como el tamoxifen (OHT) y el raloxifen, y b) los puros o totales que
presentan, en todas las cirounstancias en que han sido probados, un efecto antagonista, un
ejemplo de estos es la familia de los ICI (Imperial Chemical Industries), de los cuales el mas
usado es el nimero 164,384.5*% (Parker 1995, Katzenellenbogen 1995,)

Aun cuando no son claros los mecanismos por los cuales ejercen su accion se piensa
que los del tipo 1 se unen al RE y el complejo RE-AntiE2 es capaz de unirse como dimero a
los ERE bloqueando el efecto activador de la region E del receptor (la regién de activacion
que es dependiente de la hormona), pero tienen poco o ningin efecto sobre la funcién de
activacién de la region A/B la cual es independiente del ligando y esto podria explicar sus
actividades contrastantes™(Parker 1995).

Los antiestrogenos puros basan su actividad antagonista en que al unirse al RE
inhiben la dimerizacion y, por lo tanto, bloquean la unién al DNA; también parecen bloquear
la translocacion nuclear del receptor. Asimismo algunos datos sugieren fuertemente que la
via de sefializacion del AMPc esta involucrada en la activacion transcripcional del RE por
tamoxifen pero no cuando se trata de ICI 164,384, lo cual complica el esquema de los
modelos de accidn de los antiestrgenos, ya que se acepta que tanto estos como los Ez
inducen fosforilaciones en el receptor y que la diferencia radica en la especificidad de los
sitios en que se lleva a cabo esta fosforilacion®*"***(Whasburn 1991, Katzenellenbogen
1995, Metzger 1995, Fawell 1990).
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Aproximadamente €l 60%  de los canceres de mama expresan el RE y de éstos solo
el 60% responden a la terapia con antiestrogenos (basicamente con OHT que es el de uso
generalizado), pero los tumores desarrollan resistencia a la terapia dentro de los siguientes 5
afios y se desconoce la causa de ésto. Se ha propuesto que estan involucrados varios
factores como las mutaciones del RE, la seleccion clonal de las poblaciones resistentes y el
metabolismo celular del agente terapéutico, sin embargo las interacciones de las diferentes
vias celulares que convergen sobre la ruta de la estimulacion estrogénica complican una
adecuada interpretacion de los hallazgos experimentales”' (McDonnell 1995).

1.7. Interaccion del RE con las vias celulares de sefalizacion.
1.7.1. EI RE y la ruta de la adenilato ciclasa.

Durante mucho tiempo se ha pensado que las hormonas esteroides y la peptidicas
actian por vias distintas; las primeras a través de receptores intracelulares (nucleares) que
interactuan con el genoma y las segundas por medio de receptores membranales que
modifican actividades citosolicas como la generacién de segundos mensajeros como el

AMPc.

Sin embargo en un estudio publicado en 1994 se demostré que la estimulacion
estrogénica, y también Ia antiestrogénica con tamoxifen (OHT) y el ICI 164,384,
incrementan los niveles de AMPc, elevando la actividad de adenilato ciclasa en células de
cancer de mama y de utero tanto in vivo como in vitro por un mecanismo que no implica
interacciones a nivel gendmico ya que no requiere de sintesis de proteinas o RNAm, sin
embargo, si es necesaria la presencia del RE, dado que en las lineas celulares de céncer de
mama que no expresan el RE no se observa la induccion de AMPc. Este hallazgo involucra
la accién de los estrogenos y de los antiestrogenos , via el RE, en un nivel no gendmico pero
los mecanismos que operan €n estos eventos permanecen desconocidos’ (Aronica 1994).

Por otro lado se ha visto que los agentes que incrementan los niveles de AMPc,
como el neurotransmisor dopamina, tienen un efecto sinergista con el E2 sobre la
transcripcion de los genes controlados por estrogenos y aunque se desconoce el mecanismo
por lo que esto ocurre, se propone la hipotesis de que, debido a que la union del ligando con
el RE implica una serie de fosforilaciones en sitios especificos, los efectos del AMPc podrian
deberse a la activacion transcripcional del RE, en ausencia de hormona, Hevando a cabo la
fosforilacion del receptor *>”*(El-Tanani 1996, Power 1991).

Esta teoria ya ha sido postulada para tratar de explicar la interaccion del RE con las
rutas de transduccion de sefiales de los factores de crecimiento debido a sus propiedades de
cinasa. En 1995 O’Malley y sus colaboradores publicaron un articulo que recapitula sus
experiencias en esta area y encontraron que, en aparente ausencia de hormona, la activacion
del receptor se llevaba a cabo por medio de activadores de cinasas o inhibidores de actividad
de fosfatasa. También observaron que el RE puede ser activado por a adicion de factores de
crecimiento’* (0’ Malley 1995).
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Sin embargo, y a pesar de toda esta informacion, a la fecha hace falta mucho para
que podamos entender cuales son los fenémenos a nivel bioguimico y molecular que se
encuentran en la base de estas evidencias experimentales.

1.7.2. E1 RE y los protooncogenes nucleares.

Las evidencias experimentales recientes sugieren que los mecanismos de accion
estrogénica, para proliferacion y diferenciacién celular, requieren de un paso de
amplificacion de la sefial originada por el complejo hormona-receptor. Este paso resulta en
la expresion de un grupo de genes de respuesta inmediata capaces de controlar la
transcripcion de otro grupo de genes de respuesta tardia; dichos “amplificadores” de la sefial
hormonal pueden ser los protooncogenes nucleares” (Hyder 1994). Estas moléculas juegan
un papel importante en estos procesos celulares y, en general, actian como componentes
o mediadores de las vias de sefializacion tanto hormonal, como de los factores de

crecimiento.

A partir de esta Oltima funcién es que surge la propuesta de que los protooncogenes
acttian como segundos mensajeros en las vias de accién esteroidal. La idea basica es que la
region del promotor del protooncogene presenta un elemento de respuesta a estrogenos
(ERE) que induce su transcripcion después de la estimulacion hormonal, posteriormente, el
producto proteinico del protooncogen interactda con la region reguladora de otro gen, que
no presenta ERE, para modificar su nivel de expresion genética. Esto inicia una cascada de
eventos que culminan con una respuesta celular Unica y especifica’®>**(Landers 1992,
Hyder 1994, Bhattacharyya 1994)

Algunos estudios han mostrado que es posible que tanto el receptor, como el
producto proteinico del protooncogene tengan sitios de unién en el promotor de algunos
genes y que ambos funcionen independientemente, en este caso la tasa neta de transcripcion
es el resultado de los efectos de ambos reguladores’ (Angel 1991). Esto es apoyado por un
estudio realizado en células de cancer de mama en el que se demuestra que la actividad
transcripcional del RE es inhibida por c-jun y , en menor medida, por c-fos”*(Doucas 1991).

Existen informes que muestran que algunos genes contienen “clementos de
respuesta compuestos””(Miner 1991) esto es, elementos que median los efectos tanto de
los receptores hormonales como de otros factores de transcripcion; por ejemplo, fos y jun, y
aunque esto ha sido sugerido experimentalmente para el receptor a glucocorticoides parece
l6gico que, dadas las evidencias, algo similar ocurra en la interaccion del RE y los complejos
AP1, tanto en la accién transcripcional mediada por los ERE como por los sitios AP1.

Las posibilidades son que el receptor del esteroide y la proteina del protooncogene
actien directamente uno con el otro, en sitios adyacentes en el promotor (co-ocupancia)
1% Diamond 1990), que uno de los factores proteinicos se una al DNA y sirva como
“ancla” para la union del segundo factor por medio de interacciones proteina-proteina, y
que, dependiendo del tipo de interaccion creado, un gen se apague'*'(Jonat 1990) 6 se
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encienda'®?(Gaub 1990). Finalmente la interaccion podria llevarse a cabo por inhibicién
mutua, es decir, puede ocurrir que dos factores interactuen entre si para prevenir la unién a
DNA 6 la activacion transcripcional, lo que sucede cuando {inicamente uno de los factores
esta presente'”(Yang-Yeng 1990).

Dentro de este esquema es importante recordar que los protooncogenes nucleares
también son componentes frecuentes de las vias de sefializacion y transduccion celular que
son activados por medio de los receptores membranales a los factores de crecimiento, por
lo tanto ellos pueden servir como estaciones de relevo para integrar sefiales provenientes
tanto de las hormonas esteroides, como de los factores de crecimiento y asi proveer a la
célula de un mecanismo sensible a diferentes y miltiples sefales y orquestar respuestas
integradas al total de estimulos medioambientales™ (Hider 1994).

Desde esta perspectiva, en los nuevos modelos que se proponen para la accién
estrogénica, los primeros eventos se relacionan con los protooncogenes, los que actuarian
como genes de “respuesta inmediata”, y sus productos proteinicos, a su vez, funcionarian
como activadores transcripcionales en los promotores de otros genes, tanto en tejidos
normales, como neoplasicos”***( Lau 1990, Travers 1987, Murphy 1987, Wiesz

1988, Chiappetta 1990).

La respuesta de los protoncogenes mencionados a la estimulacion hormonal ha sido
ampliamente documentada, por ejemplo, en el caso de la familia de proteinas myc que esta
altamente relacionada con los procesos de proliferacion y diferenciacién celular,  se ha
demostrado que la expresion de N-myc se manifiesta en cuestion de minutos después de la
administracion de E2, mientras que c-myc lo hace entre 1-4 hrs. y que la expresion de estos
protooncogenes precede a la sintesis de DNA y la proliferacion celular por 16-40 hs
aproximadamente'”'*'*(Murphy 1987, Weisz 1988, van der Burg 1989).

Por otro lado se sabe que los estrogenos también son capacez de inducir la
transcripcion de c-jun en Gtero de rata tanto inmadura 10519 Murphy 1987, Web 1993),
como adulta "'*'''(Weisz 1990, Persico 1990), y que regulan la transcripcion de los otros
miembros de esa familia como jun-D y jun-B. La regulacion a nivel transcripcional fue
demostrada por que la expresion de RNAm de jun es blogqueado por actinomicina-D
(inhibidor de la sintesis RNAm) y no por puromicina o cicloheximida (blogueadores de
sintesis de proteinas). En contraste con este efecto estimulatorio en la rata, los estrégenos
disminuyen los niveles de RNAm de c-jun en el oviducto de aves, aproximadamente a los
15° de su inyeccion, y los datos indican que este efecto también se lleva cabo a nivel
transcripcional ™' *(Lau 1990, Cohrs 1988).

Con respecto a c-fos, un estudio in vitro sefiala la presencia de un ERE en la region
del promotor del gen murino®®  (Hyder 1994) y el mismo grupo, anteriormente habia
demostrado una rapida induccion por Ez de RNAm de c-fos en el utero de ratas
inmaduras'*(Loose-Mitchell 1988).

A pesar de esos datos contrastantes derivados de experimentos con roedores y aves,
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las evidencias sugieren que los estrogenos regulan, a la alta o a la baja, los protooncogenes
myc, fos, ¢-jun, jun-D y jun-B y que estos funcionan como reguladores en las fases
tempranas de las vias de accion estrogénica. Las diferencias pueden deberse a la presencia de
factores tejido-especificos que interactian con el receptor.

Es importante sefialar que la mayoria de estos estudios se han realizado en roedores,
aves o en su defecto en lineas celulares derivadas de tumores humanos (principalmente
cancer de mama) y que, debido a la heterogeneidad de respuesta tanto especifica de especie
como, incluso, entre los diferentes tejidos en un mismo organismo, es claro que la respuesta
a la estimulacién estrogénica es una condicion que depende de otros factores que se
encuentran en el medio ambiente celular y/o tisular. |

1.7.3. El RE y los factores de crecimiento

La otra ruta que se ha relacionado estrechamente con la respuesta celular 2 la
estimulacion estrogénica es la de los factores de crecimiento, que inician una cascada de
sefializacion celular a partir de la unidn con sus receptores especificos localizados en
membrana plasmatica. Los factores de crecimiento que se han relacionado, en base a
evidencias experimentales, con el efecto estrogénico, son el factor de crecimiento
epidérmico (EGF)"*!!*11611B 5 (Nelson 1991, Ignar trowbridge 1992, 1994, 1996,
Chalbos 1994, Mouihate 1995) y el factor de crecimiento similar a insulina-1(IGF-I)
18.96,118,120.121 \ 19 1994, Bhattacharyya 1994, Chalbos 1994, Huynh 1993, Newton 1994).

Ya desde la década pasada el grupo de Stancel habia establecido que los estrogenos
inducen la transcripcion de RNAm del receptor al factor de crecimiento epidérmico
(EGFr)'2'%(Mukku 1985, Lingham 1988) y paralelamente otro grupo'“(Murphy 1987)
habia demostrado la induccion transcripcional del IGF-1 por estrogenos en el utero de rata.
Esto hizo patente la conexion que existe entre las vias de sefializacion hormonal y la de
transduccion de sefiales membranales iniciada por los factores de crecimiento.

A partir de estudios mas recientes es evidente que la proliferacion inducida por
estrogenos involucra la accion de los factores de crecimiento (GF), éstos y sus receptores
ejercen funciones importantes en los eventos proliferativos y de diferenciacion tanto
tempranos como tardios en los tejidos de respuesta estrogenica tanto in vivo como en lineas
celulares tumorales™ *(Bhattarchayya 1994, Ignar-trowbridge 1992).

Se ha demostrado que el EGF es un potente mitégeno en cultivo celular uterino de
raton'*(Tomooka 1986). También que los antiestrogenos bloquean el efecto proliferativo '
del EGF en dos lineas de adenocarcinoma endometrial humano''*(Ignar-Trowbridge
1993) y que, en el atero de rata ovariectomizada este factor puede imitar los efectos
estrogénicos en cuanto a proliferacion se refiere y este efecto también se inhibe con
antiestrogenos *(Ignar-Trowbidge 1992). Asimismo se ha probado que los antiestrogenos
antagonizan el efecto inductor del EGF sobre la sintesis del receptor de progesterona en
células uterinas en cultivo 125(Sumida 1989). Por otro lado, en un estudio in vivo, se ha
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documentado que los anticuerpos anti-EGF inhiben significativamente la proliferacion
inducida por Ez, tanto en ttero como en vagina de rata'“(Nelson 1991).

Estos datos sugieren fuertemente que la induccion de procesos fisiolégicos por
estrogenos que incluyen proliferacién y diferenciacion estan mediados por la interaccién
EGF-EGFr, aunque los mecanismos involucrados estan todavia por dilucidarse.

Otro factor de crecimiento que se ha relacionado con la respuesta estrogénica es el
factor de crecimiento similar a insulina-1 (IGF-I). Existe evidencia de que regula la
respuesta estrogénica en una linea de células tumorales de hipofisis (GH3) e incluso esta
respuesta es inhibida, en ausencia de estrogenos, por el antiestrégeno puro ICI 164384,
ademas induce la actividad de luciferasa del gene reportero ERE-LUC'*(Newton 1994).
Una evidencia similar se demostré en una linea celular derivada de un neuroblastoma'*(Ma

1994).
1.8. Modelo propuesto para la accién de los estrégenos.

Estos hallazgos han lievado a los investigadores en el campo a modificar la vision
lineal en cuanto a la interaccion entre las hormonas esteroides y los factores peptidicos de
crecimiento, la cual estaba fundamentada en los estudios que demostraban que la
estimulacién estrogénica inducia la sintesis de estos factores y que posteriormente estos
ejercian su efecto en las células de forma enddcrina.

En una revision publicada en 1994 sobre las posibles vias de comunicacion gendmica
entre el receptor de estrogenos y los factores de crecimiento, los autores, basados en muchas
de la evidencias anteriormente sefialadas, proponen una hipotesis alterna a esta idea y
sugieren que existe un efecto “directo permisivo™ en el cual el receptor de estrogenos actia
paralelamente con las vias de transduccion de sefiales iniciadas por los factores de
crecimiento, los cuales actian de manera paracrina, ¢ incluso autdcrina, facilitando su
funcion, tanto a nivel gendmico como con una serie de interacciones proteina-proteina
¥(Chalbos 1994).

Con base en estas evidencias parece claro que un modelo mas actualizado de los
mecanismos de la accién estrogénica en los tejidos “blanco” debe incluir las siguientes
premisas, algunas de las cuales se encuentran representadas en la fig. 9.

1-  EIRE se puede unir a DNA sin necesidad del ligando.

2.-  Launién con el ligando fortalece la unién a DNA y permite el reclutamiento de otros
factores de transcripcion necesarios para la activacion del gen.

3. El RE actua sobre los genes de respuesta temprana ( como los protooncogenes) y
desencadena una cascada de eventos moleculares.

4-  ElRE realiza interacciones proteina-proteina en los genes de respuesta tardia para
posibilitar la activacion transcripcional.

5.  Las rutas de sefalizacion celular iniciadas por los factores de crecimiento son
capaces, en algunas circunstancias, de activar transcripcionalmente el RE.

6.- Los ERE pudieran ser “elementos de respuesta compuestos”, que actlan en co-
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ocupancia activando la transcripcion; de manera independiente, coordinada 6 en inhibicion
mutua entre el RE y otros factores de transcripcion.

7. El RE se puede unir a DNA en forma de heterodimero en complejo con
oncoproteinas 6 con otros factores de transcripcién desconocidos.
9.  La estructura de la cromatina influye en la actividad de todos los factores de

transcripcion y es probable que se establezca con ellos una interaccion dinamica.

GpF aecion

Fr paracrina

gene |
estruct/
!

Ribosomas —— proteinas |
reguladoras
(fos,jun, myc)

ribosomas”™ accion

autdcrina

proteina estructural

Fig. 9 Posibles mecanismos de la accién de los estrégenos. phle (proteina ligadora de hormonas
esteroides). E2 (178 estradiol). RE (receptor de estrégenos). ERE (elemento de respuesta a estrigenos).
GF ( factores de crecimiento). GFr (receptor a factores de crecimiento). RNA pol II ( RNA polimerasa
ID). TF (factores de transcripcién).(Tomado de Barrén 1997'%%)

Recientemente nuestro grupo publico una revision extensa sobre la estructura y
funcién del receptor de estrogenos en donde se plasman muchas de las interrogantes que
existen en la actualidad sobre el papel real que esta proteina nuclear tiene dentro del
contexto celular en los tejidos de respuesta a la estimulacion estrogénica 125(Barrén y cols.
1997). Todas las evidencias encontradas hacen patente que aun falta mucho por dilucidar
con respecto a los mecanismos moleculares que subyacen a las rutas de proliferacion y
diferenciacién celular en estos tejidos , los cuales son importantes en la fisiologia y
fisiopatologia de los drganos dependientes de esta hormona.
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1.9. Utilidad de los cultivos celulares.

En las condiciones adecuadas la mayoria de las células vegetales y animales pueden
vivir, multiplicarse y expresar sus caracteristicas de diferenciacion al cultivarse sobre un
soporte apropiado, esto es un cultivo celular “in vitro”. Esta posibilidad ha sido de gran
importancia en el estudio de los procesos celulares internos ya que permiten realizar analisis
ultraestructurales, bioquimicos y moleculares de las células en condiciones controladas y
observar los efectos de agregar o retirar moléculas especificas. Los cultivos obtenidos
directamente de los tejidos normales de un organismo se denominan cultivos primarios y en
general conservan muchas de las caracteristicas propias del tejido del cual se provienen, esto
hace posible analizar eventos celulares que no ¢s posible, 0 es sumamante complicado o
costoso, en los tejidos intactos dentro del organismo'”’ (Alberts 1994).

Uno de los puntos criticos en el inicio de los cultivos celulares de mamifero fue el
establecimiento de las condiciones nutitivas que se requieren para el sano desarrollo de los
cultivos. Esto fue superado con la adicion de suero fetal de algunas especies de mamiferos
que proporciona los elementos necesarios para el desarrolio de las células en cultivo. Estos
cultivos “in vitro se realizan en recipientes de plastico que han sido tratados para la adhesion
de las células a esta superficie y en condiciones de esterilidad para evitar contaminacion de
origen biologico'**(Reid 1984).

Desafortunadamente los cultivos primarios de células normales de mamifero tienen
la limitante de que mueren despues de un numero reducido de divisiones (aproximadamente
50). Esto hizo necesario el desarrollo de métodos para obtener células inmortalizadas que no
presentaran esta limitante y permitieran un estudio mas profundo de sus caracteristicas, esto
se logrd por dos vias diferentes; la primera es la obtencion de células de origen tumoral que
han sido inmortalizadas “in situ” (vg. Las células HeLa obtenidas de un carcinoma
cervicouterino humano), la segunda consiste en la transformacion “in vitro™ de células
normales con oncogenes virales que son capaces de inmortalizar ciertos tipos celulares (vg.
el antigéno T largo de SV-40)'”(Adams 1990).

Las células en cultivo presentan una poblacion homogénea reproduciendose en un
medioambiente constante que puede ser modificado, dentro de ciestos limites, para
investigar el efecto de diversos factores fisico-quimicos asi como de la adicién de moléculas
organicas sobre el crecimiento y fisiologia de estas células. Estos eventos pueden ser
estudiados en periodos cortos y en forma relativamente facil lo cual es una de las principales
ventajas sobre los sistemas que utilizan los organismos integros, ademas de que evita las
implicaciones eticas que el uso de animales de experimentacion implica'”(Adams 1990).

Echeverria y cols. en 1980"° publicaron uno de los primeros intentos que se
hicieron para aislar, cultivar y estudiar la fisiologia de las células de epitelio endometrial en
el que proponen un método para la obtencion de las células de este tejido, tanto en ratas
normales como ovariectomizadas y observan el efecto inductor de los estrogenos en la
incorporacion de timidina tritiada, es decir en el incremento de la actividad transcripcional y
migracién de RNAm al citoplasma.
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1.10. Linea celular RENTRO 1.

La linea celular denominada RENTRO 1 establecida en el laboratorio de Biologia
Molecular e Investigacion en Cancer (Marburg, Alemania) por Whiele™' se obtuvo a partir
de cultivo primario de epitelio endometrial de rata y fue inmortalizada, en primera instancia,
con un vector viral no replicante que contiene e antigeno T largo del virus de los simios 40
(SV-40) y el gen bacteriano que codifica para la enzima neomicin-fosforiltransferasa (neo),
que confiere resistencia a neomicina y, en segunda instancia, con ¢l oncogene viral Ha-ras.
Esta linea no expresa el gen enddgeno que cedifica para el RE.

La caracterizacion de la linea demostré la expresion de las citoqueratinas nimero
8,18 y 19 al crecer sobre una monocapa de células NIH3T3 (fibroblastos de ratén) fijadas
con formalina, lo cual concuerda con su origen epitelial, pero la expresion era claramente
menor cuando crecian sobre plastico. Por otro lado no se demostro actividad de fosfatasa
alcalina, en ninguno de ambos sustratos en la presencia de 107 M de dietilestilbestrol
(DES). La actividad de esta enzima es considerada como un marcador altamente efectivo de
tejido endometrial en respuesta a estimulacion estrogénica, aunque en este Caso parece obvio
que su ausencia se debe a la falta de expresion del RE.

También se demostré que cuando crecen sobre plastico no expresan el filamento
intermediario vimentina , que es caracteristico de las células de origen fibroblastico o
estromal, pero si lo hacen cuando crecen sobre células NIH3T3 (fibroblastos de raton)

(Tabla 1).

CK8 | CK18 | CK19 VIMENTINA
Plastico 3T3 | Plastico 3T3 | plastico 3T3 | Plastico 3T3
+ ++ - ++] - +++ - +++
CK= citoqueratina

3T 3= cnltivo crecido sobre menocapa de cétulas NTH3T3.

Tabla 1. Detecci6n de filamentos intermediarios en Rentro 1, (Técnica Inmunoperoxidasa, Tomado de
Whiele 1990,

Estas evidencias podrian indicar un origen mixto epitelio-estromal para la linea, pero
existe la posibilidad de que esos cambios en los marcadores de diferenciacion se deban a los
dos pasos de inmortalizacion, a la descontextualizacion tisular que las células sufren en
cultivo y/o a la pérdida de polarizacién que las células epiteliales podrian suffir at perder el
contacto con la membrana basal que en condiciones in litero las sustenta.

Los niveles de expresion de los receptores hormonales fueron determinados por
ensayos de union hormona-receptor (Binding) y por deteccion inmunoenzimatica y no se
registrd la expresién del RE en ninguna de las dos instancias, el receptor de Progesterona
(RP) se detecta en muy bajos niveles, lo cual podria ser una consecuencia de la falta de
expresion del RE, y el receptor a glucocorticoides (RG) se encuentra en niveles normales

(tabla 2).
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REc* REn*

x10°

Kd RG* Kd
x10¥ 1

ettt e ————

- 22.3 1.4

*= sitios por célula

Rpg= Receptor de progesterona

RG= Receptor a glucocorticoides

RE= Receptor de estrégenos, c= citosolico, = nuclear.

Tabla 2. Niveles de expresién de receptores hormonales en Rentro 1 (Ensayos de unifén hormona-
receptor, tomado de Whiele 1990™"),

1.11. Sistema de regulacion de Ia expresion genética.

Este es un sistema desarrollado por Gossen y Bujard en 1992' que utiliza
elementos reguladores genéticos procaridticos y virales para establecer un sistema de
regulacion positiva de la expresion genética en células eucarioticas, a partir de tetracicilina
adicionada al medio de cultivo, el sistema es dosis dependiente del antibiético.

Consta de dos plasmidos; el primero es el que codifica para un transactivador
proteico 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 regulacion de la expresion genética utiliza la secuencia que codifica
para 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 represor de tetraciclina (tetRep). El
producto proteico de este elemento regulador estd unido, en ausencia de tet, a una secuencia
consenso en la region promotora del operon, denominada operador de tetraciclina (tetOp).
Cuando el antibiético se encuentra presente en el medio el tetRep se une al antibiotico y se
desliga del tetOp lo que activa la transcripcion de los genes codificados por el operon
135134 Hillen 1983, Hinrichs 1994).

La secuencia que codifica para los 207 aa. del tetRep se unié al extremo 5° 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 agrego el extremo terminal de poliadenina
(poliA) de SV40 y contiene, ademas, la secuencia de resistencia a 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. 10) y codifica para una
proteina de 37 KDa de peso molecular y 337 aa. que se conoce ¢omo transactivador de
tetraciclina (tetTa) .
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Sca I 3946

Fig. 10 Construccion del pUHD 15-1neo .

La construccion del plasmido de respuesta al tetTA se realizd fusionando un
heptamero del palindrome invertido de 19 pares de bases de la secuencia 02 del Tnl0
(TCCCTATCAGTGATAGAGA-TCTCTATCACTGATAGGGA) de E. Coli, esto es el
tetOp, en €l extremo 5’ de un fragmento del promotor de hCMV que contiene del
nucledtido -53 al +75, denominado promotor minimo de hCMV (PhCMYV min) en cuyo
extremo 3’ se insertd un sitio de multiclonacion (MCS) en el que se puede insertar el gene
de interés, posteriormente se le agrego el extremo de poliA de SV 40. El plasmido se
denomina pUHD 10-3 o pTRE (pl4smido del elemento de respuesta a tetraciclina) (fig. 11)

Pbla hot 0.00 PhCiMy*-1

coRl D.46
MCS

pUHD10-3 SV40-poly A
3.15kb

coiE 1

Fig. 11 Construccién del pUHD 10-3 o pTRE, ¢l gene de HEGO fue clonade en el sitio Eco R1 del
MCS.
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El tetTA se une, en ausencia de tet, a esta construccion en la secuencia de 19 pb
invertida 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 PACMYV min, Cuando el
antibiotico se encuentra en el medio el tetTA no se une al promotor y la transcripcion no se
inicia.

2. OBJETIVO.

Por todas las interrogantes, antes detalladas, que subsisten con respecto a la Biologia
del RE es que nos planteamos el objetivo de desarrollar una linea celular en la que sea
posible regular la expresion del RE y que nos sirva como modelo para coadyuvar a

establecer cial es el papel real que el receptor de estrogenos tiene en la proliferacion de las
céluias endometriales.
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3. Material y métodos.
Diagrama de flujo
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binding
3.1. Lineas celulares

Utilizamos la linea celular denominada RENTRO 1 para implantarle el sistema de
regulacion de la expresion genética de Gossen y Bujard ya que esta no expresa el gen
endégeno que codifica para el RE.

Como control positivo en los ensayos de expresion del gen reportero de luciferasa
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(LUC) se utilizo la linea celular HeLa-tet generada por Gossen y Bujard en 1992 en el
centro de Biologia Molecular de la Universidad de Heidelberg, Alemania, a partir de células
HeLa (carcinoma cervicouterino humano) transfectadas establemente con el plasmido que

codifica para e! transactivador de tetraciclina (tetTA) (Gossen 1992)'.

3.2. Condiciones de cultivo.

Las células RENTRO1 y HeLa-tet se mantuvieron en medio de Eagle modificado
por Dulbeco (D-MEM, GIBCO-BRL), suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF,
GIBCO-BRL), 2 mM de glutamina (SIGMA), 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina {(GIBCO) y 40 U/ml de insulina. Tanto RENTRO 1, Hela-tet, como las
clonas obtenidas en nuestro laboratorio se crecieron en una incubadora (Forma Scientific) a
37°C, con atmésfera de 5% de CO2 y 95% de aire.

El medio de cultivo de la clonas producto de la primera transfeccion estable se
suplementd con 50pg/ml de higromicina B (SIGMA), el cual fue utilizado como antibidtico
de seleccion. Las clonas positivas para la segunda transfeccion estable se mantuvieron y
seleccionaron en el medio anterior suplementado con 10ug/ml de puromicina (SIGMA).

3.3. Plasmidos

Para la primera transfeccién estable se usdé el plasmido pUHD-15-1 y se co-
transfectd con el plasmido pX343 de resistencia a higromicina B. La primera transfeccion
transitoria se realizo con el plasmido reportero tetOp-luc o pUHC 13-3 que consiste en el
pUHDI10-3 con la insercion del gene de Luciferasa.

Para la segunda transfeccion estable se utilizé el plasmido pUHD 10-3 al cual se le
inserto en el sitio de restriccidbn Eco R1 del MCS el gen que codifica para el receptor de
estrogenos humano (HEGO). Este se cotransfectdé con el plaismido pBSpacAP que
codifica para resistencia a puromicina y, finalmente, en la segunda transfeccion transitoria se
uso el gen reportero  ERE-CAT.

En las dos transfecciones transientes se uso el gen reportero de pgal (LAC Z de E.
coliy como control interno de la eficiencia de transfeccion.

3.4. Transfecciones transitorias

Todas la tranfecciones se realizaron por 1a 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 por 48 hrs, se
levanté la monocapa por raspado y se lisaron por congelamiento-descongelamiento. Se
almacenaron a -20°C para su posterior uso en los ensayos de expresion de genes reporteros.
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3.5. Transfecciones estables.

Estas transfeciones se realizaron por el mismo método pero con la diferencia de que
en la mezcla de DNA se agregd un plasmido de resistencia a un antibidtico, para la primera
se uso el de higromicina y para la segunda el de puromicina para que la seleccion de las
clonas positivamente transfectadas se efecte con estos antibioticos. La diferencia
fundamental estriba en que las clonas establemente transfectadas se conservan como lineas
permanentes’*(Ausubel 1997).

3.6. Recuperacion de las clonas establemente transfectadas

Después del periodo de seleccién con el antibidtico, aproximadamente 30 dias, se
recuperaron las clonas, bajo observacion con microscopio estereoscdpico, con una
micropipeta con punta de 200 pl. de capacidad, cada colonia fue pasada a una caja y
crecidas en monocapa para su posterior anlisis con el gen reportero adecuado.

3.7. Analisis de la expresion de genes reporteros

3.7.1. Luciferasa (LUC)

Las clonas producto de la primera transfeccién 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 tetOp-LUC o pUHC 13-3 '¥(Deuschle 1989),
de acuerdo a la técnica descrita previamente **(Ausubel 1997)

En la primera fase se hicieron ensayos de “todo o nada”, es decir, en ausencia y
presencia de 1.0 pg/ml de tet, y las clonas que registraron la actividad del reportero se
incluyeron en la siguiente fase. Esta consistié en una curva dosis-respuesta en funcion de
concentraciones crecientes de tet dentro del rango de 0-1 pg/ml.

El registro de la emisién de luz se realiz6 en un lumindémetro 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 tet en forma dosis-
dependiente se paso a la segunda transfeccion estable.

3.7.2, Cleramfenicol 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 RE. Para esto se utiliz6 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 realizé en dos
etapas; la primera en ensayos de “todo o nada” con la adicion de Ez (10”M), en ambos
casos, y en presencia o ausencia de tetraciclina ( 4 pg/ml), y las clonas que demostraban la
presencia de RE pasaban a una segunda fase en la que se realizaron curvas dosis-respuesta
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en donde se mantuvo la misma concentracion de Ez2 y se observé ia respuesta del reportero
a concentraciones crecientes de tet (0-4 ug/ml).

Estos experimentos se realizaron en medio D-MEM sin rojo fenol (GIBCO),
suplementado con 2 mM de glutamina (GIBCO), 100 U penicilina/100ug estreptomicina y
10% de suero bovino fetal, el cual fue tratado previamente con carbdn activado (CSS), con
el fin de eliminar las hormonas esteroides.

La actividad de CAT se evalao por medio de cromatografia en capa fina con
cloramfenicol marcado con C** y revelado por autoradiografia “*(Sambrok 1989). El
analisis se realizé por medio de densitometria con el programa Collage 2.0 (Image Dynamics
Corp.) y los resultados corregidos por actividad de § galactosidasa que se uso como control
interno para evaluar la eficiencia de transfeccion y contar un dato numérico que nos
permitiera corregir los datos obtenidos con los dos ensayos anteriormente descritos.

3.8, Cuenta celular;

Las células se cultivaron en medio especifico para cada clona en cajas de cultivo de 6
pozos. Se sembraron 2x10° células y a las 24 hrs se incié el conteo (tiempo cero);
posteriormente se midi6 la densidad celular a las 48 y 96 horas. El nimero total de células
se evalud en un Coulter, modelo T-660. Los conteos se realizaron por triplicado y los
resultados se analizaron por medio de ANOVA con el programa Stat View 4.0.

3.9. Inmunohistoquimica del receptor de estrogenos

Una vez que se obtuvo la clona que en los ensayos funcionales con los genes
reporteros habia mostrado la expresion del RE regulada por tet, se procedio a la
inmunolocalizacién del receptor tanto en esta clona como en las progenitoras.

Las células se cultivaron en cubreobjetos, previamente esterilizados en autoclave,
en el medio de cultivo especifico para cada clona, cuando las monocapas alcanzaron el 90%
de confluencia se fijaron con metanol absoluto durante 5 min. Para la inmunolocalizacion del
RE se utilizé el anticuerpo monoclonal de raton anti-RE humano ( DAKO M-7047, clona
iD5), la deteccién se realizd con el sistema LSAB (DAKO) de acuerdo al protocolo del
fabricante, que incluye el bloqueo de la actividad endbgena de peroxidasa con peroxido de
hidrogeno al 3%, incubacion con el anticuerpo primario (30°, temp. Amb.), lavados con PBS
e incubacién con el anticuerpo secundario biotinilado (elaborado en cabra anti-raton),
incubacion con el complejo estreptavidina-peroxidasa, lavados y revelado con
diaminobencidina, la cual en caso de positividad arroja un precipitado cafe oscuro en la zona
de actividad enzimatica. La contra-tincion se realizo con hematoxilina de Harris. Las
Jaminillas fueron observadas y fotografiadas en campo claro con un microscopio AxiosKop
Carl Zeiss.
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3,10. Analisis de union hormona-receptorm

Se sembraron 2 x 10* células en placas de 4 pozos en 500 ul de medio y se incubaron
durante 48 hrs. Posteriormente se realizd 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 (Fraccion V, SIGMA) y
se agregaron concentraciones crecientes de la hormona marcada (2,4,6,7-3H— estradiol,
actividad especifica 72 LCi/mM, Amersham) a todos los pozos, y en los numerados 3 y 4 se
adiciond, ademas, una concentracion fija (5 x 10”7 M) de hormona sin marcar (17B-estradiol,
SIGMA).

Se lavaron 3 veces con el mismo medio y se lisaron las células con NaOH 1M
durante 16 hrs., se neutralizé con HC! 1 M, Finalmente la radiocactividad de los lisados se
midié en un contador de centelleo liquido, los parametros termodinamicos, Bmax y Kd, se
determinaron por medio de regresion no lineal ajustada a una hipérbola, utilizando el
programa Prism (Graph Pad Sofware, San Diego Ca, USA). Los ensayos se realizaron
por duplicado para cada una de la concentraciones de hormona marcada.

3.11. Determinacion de concentracion de proteinas

Para la determinacién de concentracion de proteinas se uso el método de Bradford
H49(Bradford 1975) y la lecturas se realizaron en un espectrofotometro Beckman modelo
DU-65.

3.12. Transformaci6én bacteriana para amplificacién de plasmidos.

Para la elaboracion de células competentes se utilizé la cepa DH5-o de E coli
aplicando la metodologia descrita en Ausubel 1997 . La transformacién se llevé a cabo
por medio de la adicidon de 10 ng del plésmido a amplificar por cada 100 ul de células
competentes y choque térmico a 42°C por 90", posteriormente se sembré en placas de agar
LB-Broth con 100 ug/ml de ampicilina. La amplificacion, cosecha y purificacion de los
plasmidos se realizd con la técnica de maxiprep (Sambrok 1989)"*% utilizando la lisis
alcalina y la purificacién por precipitacion con Polietilenglicol. (PEG).

Los plasmidos resultantes se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1%
con bromuro de etidio como revelador.
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4. Resultados.
4.1. Obtencion de la linea celular R1°-49.

A partir de la linea Rentrol y como resultado de la transfeccion estable con el gen
que codifica para el tetTA se tomaron 60 colonias celulares, las cuales fueron analizadas
para evaluar la presencia del tetTA en forma estable, a través de medir su capacidad de
activar al operador tetOp, el cual esta fusionado a una secuencia de expresion de luciferasa
(la actividad de esta enzima esta relacionada en forma directa con la activacion del operador)
en el plasmido pUHC 13-3. Como se puede ver en la figura 12 la clona R1°-49 expresa el
tetTA y su accién es regulada en forma dosis-dependiente de tetraciclina adicionada al

medio.
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Fig. 12 Curva dosis-respuesta de tetraciclina. Los resultados muestran la actividad del gen
reportero de luciferasa en la clona R1°-49 expresados en miliVolts (mV). Datos de un experimento
representativo,

4.2. Obtencién de la clona R1°-49E1

La clona R1°-49 fue transfectada en forma estable con el pTRE-HEGQ y se tomaron
120 colonias resistentes a puromicina. Todas fueron analizadas para evaluar la expresion del
RE por medio de transfecciones transitorias con el gen reportero ERE-CAT en presencia o
ausencia de tetraciclina y 17B-estradiol. Se encontré que el 10% de estas clonas expresan
RE en forma diferente, pero se eligio¢ a la clona RI’-49E1 debido a que present6 una
regulacion de la expresion del RE en forma dosis dependiente de tetraciclina. En la figura 13
se muestra que la actividad de CAT en el grupo de células que fueron tratadas con diferentes
concentraciones (0-4 pg/ml) de tetraciclina fue disminuyendo conforme se aument6 la
concentracion de este antibiotico.
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Fig. 13 Regulacién de 1a actividad del gen reportero de CAT por tetraciclina. Resultados promedio de
dos experimentos por duplicado y se expresan en porcentaje de actividad de CAT. (Resultados
corregidos por actividad de B gal.)

4.3. Proliferacién celular.

La figura 14 muestra los resultados de las cinéticas de crecimiento para lineas
celulares involucradas en este estudio. Los cuentas se realizaron por triplicado al tiempo
cero, las 48 y 96 horas, Las células fueron cultivadas en los medios y las condiciones
habituales de cultivo para cada una de ellas. El ANOVA determina diferencias significativas
entre las tres lineas a las 48 y 96 horas (p< 0.001)

—X—Rentro |
—~O—RI 49
—i—R1 49 E1

Células x1043

o 48 98
Tiempo (horas)

Fig. 14 Cinética de crecimiento de las lineas celulares. Los datos son el resultado de un experimente
por triplicado. Las diferencias entre grupos se analizé por ANOVA con el programa Stat View 4.0,
*

p< 0,001,

4.4, Inmunolocalizacion del RE

Como parte de la caracterizacion de la clona R1°49El se realizé la localizacion in
situ del receptor por medio del anticuerpo monoclonal anti-RE humano tanto en Rentro 1,
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como en R1°-49 y R1’-49E1. Como se puede observar en la fig 15 (3,b y ¢) el receptor de
estrogenos solo se detecta en la clona que tiene el sistema de regulacion integrado en forma
estable (R1°-49E1).

Fig. 15 Inmunolocalizacién def RE en las lineas celulares: Rentro 1 (a), R1>-49 (b) y R1>-49E1 (¢).
(Sistema Anti-RE humano-HRP-DAB, contra-tincién con hematoxilina de Harris, 40x)

4.5. Andlisis de union hormona-receptor

Con el fin de obtener informacion cuantitativa sobre los niveles de expresion del RE
en las células de la clona seleccionada se realizo este andlisis que proporciona los datos tanto
de nimero de sitios de unidn para el ligando, como la constante de disociacion (Kd) entre el
receptor y la hormona. En la fig. 16A se puede observar que para Rentro 1y R1°49 la curva
de unidn especifica no muestra variacion de acuerdo a la concentracién de hormona
marcada, lo que implica la ausencia de sitios de unién en las células de esta linea, sin
embargo, para R1-49E1 la curva muestra claramente la tendencia a la saturacion. En la fig,
16B se muestran las curvas y los datos de los ensayos dosis-respuesta en funcién de tet para
esta ultima clona.
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Fig. 16 Curvas de saturacién por competencia de unién hormona-receptor. Las grificas muestran los
resultados de un experimento representativo realizado por duplicado.
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5. Discusion y conclusiones.

Ef uso de lineas celulares para el estudio de los procesos internos de las células ha
constituido un hito importante en establecimiento de los mecanismos moleculares que
subyacen al fenotipo celular o tisular. En el caso de los canceres hormono-dependientes este
hecho ha sido de principal importancia ya que la mayor parte del conocimiento que se tiene
sobre los procesos involucrados en la transformacién neoplasica y el mantenimiento de los
tumores en este tipo de tejidos se ha obtenido de trabajos con lineas tumorales,
principalmente de mama, aunque también se ha usado tejido hipofisiario, 6seo y ovarico. En
principio se puede decir que un tumor originado de un tejido dependiente de hormonas, tiene
una alta probabilidad de a su vez , presentar esta dependencia, aunque esto no ocurre en

todos los casos.

El estatus de los receptores hormonales en estos tejidos tumorales ha sido de
importancia decisiva para el manejo clinico de los pacientes sobre todo considerando las
condiciones drasticas y de riesgo que implican tanto la quimioterapia como la radioterapia
para el paciente y, aunque se ha avanzado mucho en este campo, aun persiste un gran
desconocimiento sobre los procesos internos que determinan la respuesta o la resistencia a
los tratamientos hormonales.

Esta falta de conocimiento es particularmente importante en la progresion hacia un
estado de independencia hormonal de tumores que originalmente requerian de la
estimulacion hormonal para proliferar, También es de singular interés {a interrogante sobre la
respuesta al tratamiento con antiestrogenos de los tumores que no expresan el RE, ademas
de los mecanismos involucrados en la expresion enddgena del gen que codifica para este
receptor.

De cualquier modo se ha visto que los procesos que conducen a transformacién
neoplasica generalmente también tienden a producir un cierto grado de desdiferenciacion en
las células tumorales por lo que las condiciones que presenta una linea tumoral no
necesariamente corresponden a la del tejido del cual se originan.

En el caso particular de las patologias endometriales asociadas a estimulacion
hormonal el desconocimiento es alin mayor ya que no se cuenta con lineas tumorales en las
que se pueden estudiar estos procesos.

Es por esto que con el presente trabajo intentamos desarrollar una linea de células
epiteliales de endometrio de rata, que expresara el receptor de estrogenos de una manera
regulable y que sirva de modelo para estudiar la manera en la cual este receptor esta
involucrado en los procesos de proliferacion y diferenciacion de este tipo de células, para
ello nos abocamos a introducir en forma estable un grupo de vectores que contienen las
secuencias que integran un sistema de regulacion de la expresion del gen que codifica para
la forma silvestre del RE humano (HEGQO), a través de la simple adicion de tetraciclina al
medio de cultivo.
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Es obvio que un sistema de esta naturaleza tiene que ser insertado en un tipo celular
que no exprese de manera endégena el gen que se estd estudiando porque de otra forma no
es posible saber si la expresion observada es debida al gen foraneo o al propio de la célula.
Es por esta razon que el sistema se implant6 en la células Rentro 1 que, aunque son de
origen endometrial y por lo tanto de respuesta a estimulacion estrogénica, no expresan el
gen endégeno que codifica para el RE, por lo tanto eran las candidatas ideales para ser
usadas en este estudio.

También es importante mencionar que como tet inhibe la sintesis de proteinas a muy
bajas concentraciones, los operones encargados de montar la resistencia estan sensibilizados
para concentraciones muy por abajo de la inhibitorias, por lo tanto las constantes de unién
entre tet y tetTA son altas (10° M™), ademas, el tetTA se une a su operador con muy alta
afinidad. Esto permite operar el sistema en dosis de tet varios ordenes de magnitud por
abajo de las concentraciones que afectan la tasa de crecimiento y morfologia de las células

en cultivo'® (Gossen 1993).

Este sistema de regulacion ha sido utilizado con éxito en los ultimos afios por
algunos grupos de investigadores, quienes demostraron su eficiencia para regular la
expresién de algunas proteinas como las ciclinas D 1y E en fibroblastos de rata'®’
(Resnizky 1994) y en diferentes tipos de lineas celulares humanas como HeLaS3 (carcinoma
de células epiteliales) y MCF7 (adenocarcinoma de mama ) asi como en células ovaricas de
hamster chino, (AA8)'*(Yin 1996).

Es importante mencionar que el sistema es dosis-dependiente de tet de tal modo que
en las condiciones apropiadas la expresion def gene de interés se puede regular entre 0y
100% de actividad, es decir se puede “prender” y/o “apagar” el gen.

Hasta ahora no existen evidencias de que este tipo de sistema haya sido utilizado
para este fin en células de endometrio, y en este documento mostramos los resultados
obtenidos en la generacion y caracterizacion de una linea celular de origen endometrial, la
cual fue obtenida después de dos transfecciones estables.

Como se puede ver en la figura 12, la clona RI’-49, resultado de la primera
transfeccion estable con el transactivador de tetraciclina muestra que la administracion de
tetraciclina al medio de cultivo en un rango de 0 a 1 ug/ml, bloquea la accion del
transactivador dependiendo de la dosis, alcanzando un 100% de inhibicion con la dosis
mayor. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por otros autores (Gossen 1992)'*
en otras lineas celulares, por lo que esta primera clona fue seleccionada para la segunda
transfeccion estable con el pUHD 10-3-HEGO.

La presencia del receptor de todas las clonas estudiadas y la seleccionada, se evalud
inicialmente por su capacidad de inducir la actividad del gen reportero de ERE-CAT en
trasfecciones transitorias y las que inducian la actividad de la enzima se analizaron por
inmunchistoguimica con el anticuerpo monoclonal anti-RE (fig.15) y posteriormente s¢
cuantificd el numero de sitios de unidon a la hormona y la constante de disociacion del
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complejo hormona-receptor (fig. 16).

Como podemos ver en la figura 13, la clona denominada por nosotros RI'-49El,
tiene la capacidad de regular la expresion del RE por la presencia de diferentes dosis de
tetraciclina, encontrandose la mayor inhibicién con la dosis de 4 pg/ml, pero sin llegar al
100%. Esto puede deberse a la presencia del nimero de moléculas del transactivador en esta
clona, por lo que, probablemente, se requieran cantidades mayores de tetraciclina para
inactivarlo, o a que este tipo de analisis se realizo en forma indirecta por medio de un tercer
plasmido (ERE-CAT), el cual no se encuentra fusionado en forma directa al operador de
tetraciclina como en el modelo de Gosseen y Bujard'®, ademés que es probable que otros
factores esten involucrados en la expresion de la actividad de CAT.

Esta tltima posibilidad no la podemos descartar ya que en un estudio previo hecho
por nuestro grupo'*(Garcia 1997) se demostré que en células RENTO 1, el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) tiene la capacidad de estimular el gen reportero ERE-CAT,
en aparente ausencia de estrégenos y con el gene del RE transfectado transientemente, en
forma similar al ejercido por el propio 17B-estradiol. Asimismo Levenson y cols. en una
revision sobre los efectos de la transfeccion estable del RE en diversas lfineas celulares
positivas o negativas para el RE, sefiala la importancia del contexto celular sobre la actividad
de los promotores virales usados en las construcciones de los genes reporteros’ (Levenson

1994).

Por esta razon pensamos en la necesidad de realizar la medicion del nimero de
receptores por medio del analisis de unién hormona-receptor que nos ayudd a evaluar hasta
que punto este efecto se debe a que la expresion del receptor no esta totalmente inhibida o
que la expresion del gen reportero se debe a la presencia de otros factores tanto intrinsecos
como extrinsecos de la linea celular. La fig. 16 nos muestra los resultados de este ensayo
donde se puede observar que la dosis de tet usada (4 pg/ml) inhibe casi de manera total la
expresion del RE (450 moleculas/célula) , pero no la abate, aunque es probable que para
efectos fisiologicos estos niveles de expresion sean insignificantes.

Por otro lado, y como parte de la caracterizacion de esta linea celular, en términos de
proliferacion, hicimos algunos experimentos de cuantificacion de la proliferacion celular, y
en forma interesante encontramos que las células RI'-49E1 tienen un patron de crecimiento
mas lento que sus antecesoras (fig. 14). Estos experimentos se hicieron dejando el sistema
libre de tetraciclina y en el medio de cultivo habitual para cada linea. Similares resultados
fueron demostrados en células HeLa con el RE sobreexpresado*’(Maminta 1991) pero en
las cuales no se puede regular la expresion de este receptor.

En relaciéon a los mecanismos involucrados en este proceso de inhibicion del
crecimiento con el receptor sobreexpresado en presencia de estradiol, agn no se conocen,
pero es muy probable que esten involucrados otros genes; tales como myc, fos, jun, u otros
factores de crecimiento entre los cuales se encuentra el transformante B (TGF- 8), e incluso
el posible efecto toxico que esta sobreexpresion pudiera estar ejerciendo en las células.
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Por lo anterior creemos que nuestro modelo permitird en un futuro estudiar estas
vias, ya que con el sistema de regulacion integrado, podremos hacer experimentos en
diferentes condiciones de expresién del RE y estudiar su interaccion con otro tipo de genes,
por lo que serd necesario hacer la deteccion de algunos marcadores de diferenciacion
especificos para las células de origen endometrial y estudiar su respuesta diferencial a la
estimulacioén hormonal.

Estudios recientes han tratado de establecer los efectos de la transfeccion estable del
gen del RE en células que expresan ¢l RE endogeno (RE+) como como en otras que no
(RE-) y los resultados han sido sorprendentes ya que se ha visto que la estimulacion
estrogénica inhibe la proliferacion en células que carecen de RE endbgeno y los
antiestrogenos bloquean este efecto, pero en las células que expresan el RE propio no se
observod ningtin efecto. Wang y sus colaboradores encontraron que la transfeccion estable
del RE silvestre humano y la estimulacion con 17f-estradiol disminuia en aproximadamente
60% la proliferacion celular y la sintesis de DNA en células MDA-MB 468 (cancer de
mama) que no expresan el RE*(Wang 1997), un efecto similar se vio al transfectar
establemente el RE de raton en una linea de células osteoblasticas de rata (ROS
17/2.8)"**(Migliaccio 1992).

Resultados similares reporta Zajchowski y sus colaboradores cuando transfectaron el
RE humano tanto en una linea de células no tumorales inmortalizadas in vitro como en
MDA-MB- 231, ambas RE- e igualmente muestran que este efecto se revierte con los
antiestrogenos y que la introduccion estable del RE en la células MCF 7 y T47D (RE) no
tiene ningun efecto’*’(Zajchowski 1993). La razén de esto no se conoce, pero se pienisa que
dado que la expresion del RE propio de la célula es regulada por varios factores como la
densidad celular, la tasa de crecimiento, citocinas asi como la hormona misma, la
transfeccion de un RE fordneo y su expresion descontrolada pudiera estar activando un
mecanismo de retroalimentacién negativa que regulara a la baja la expresion del gen
enddgeno y por lo tanto las células no exhibieran un fenotipo diferente en respuesta a la
estimulacién estrogénica *’(Levenson 1994).

Igualmente Garcia en 1992%' demostro que el tratamiento con estradiol en células
MDA-MB 231 transfectadas establemente con ¢l RE humano tiene este efecto inhibidor en
actividad proliferativa y capacidad invasiva cuando probaron con Matrigel. Anteriormente
Maminta'®® y sus colaboradores trabajando con células Hela (carcinoma cervicouterino
humano, RE-) habian observado esta inhibicion de la proliferacion y que este efecto
inhibitorio correlacionaba directamente con la cantidad de receptor que se encontraba por
célula. '

Estas observaciones concuerdan con lo mostrado en la figura 14 donde se puede
observar que la clona que expresa establemente el RE muestra una curva de proliferacion
inferior que cualquiera de sus dos progenitores.

El significado de esta observaciones no es del todo claro, sin embargo aunados a
estudios®™(Ferguson 1995), que demuestran que la reactivacion de la expresion del gen
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endégeno que codifica para el RE en la linea MDA-MB 231 (RE-), con el uso de inhibidores
de metilacion de DNA (5-azacitidina y 2-deoxicitidina), promueve un fenotipo RE+ y una
respuesta a tratamiento hormonal pudieran en el futuro significar un potencial terapéutico
para los pacientes de canceres estrogeno dependientes.

Finalmente pensamos que una linea celular como la que hemos desarrollado sera de
gran utilidad en el estudio del papel que el RE tiene en proliferacion celular si el RE foraneo
que ha sido transfectado es capaz de ejercer un efecto similar al que lleva acabo en
condiciones normales. Sabemos que esta es una limitante a la que tenemos que enfrentarnos
por que aunque probablemente este modelo no corresponda a lo que ocurre in vivo en las
células, es la tnica oportunidad con que contamos para estudiar los efectos que los niveles
del RE tienen en los mecanismos de proliferacion y diferenciacion celular sobre todo con
respecto a la induccion de protoncogenes e interaccion con las rutas de los factores de

crecimiento.
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