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ABSTRACT

Behavior of breast adenocarcinoma M-406, a type B, semi-differentiated and triple negative (ER, PR-, HER2-) transplantable tumor was
studied in the F  and F, mice populations derived from crosses between from the inbred lines CBi (susceptible: take 100 %, 100 % lethality) and
CBi- (resistant: take 100 %, 100 % regression). Reciprocal hybrids behaved both as CBi (take 100 %, 100 % lethality), revealing the absence of
maternal effects. In the F, combinations, the tumor grew exponentially in 74.9 % of the animals and was rejected in the remaining 25.1 %, a
segregation compatible with the autosomal dominant condition of tumor susceptibility observed in the F,. Analysis of tumor doubling time in the
various F, combinations showed a higher growth rate of the tumor when a double genetic load of maternal CBi (susceptible) origin was present in
comparison with a double maternal CBi- (resistant) load; this response was not evinced in the remaining two F, combinations. This response was
only observed in females, suggesting the existence of epigenetic phenomena associated with the sex of the tumor carrier.

Key words: tumor growth, tumor doubling time, mice, triple negative breast cancer.

RESUMEN

Se estudidé el comportamiento del adenocarcinoma de mama M-406, tumor trasplantable tipo B, semi-diferenciado y triple negativo (ER",
PR, HER-2"), en las poblaciones de ratones F, y F, derivadas del cruzamiento entre las lineas endocriadas CBi (susceptible, toma 100 %, letalidad
100 %) y CBi- (resistente, toma 100 %, regresién 100 %). Los hibridos reciprocos se comportaron ambos como CBi (toma 100 %, letalidad 100 %),
poniendo de manifiesto ausencia de efectos maternos. En las combinaciones F,, el tumor crecié en forma exponencial en 74,9 % de los animales
y fue rechazado en el 25,1 % restante; esta segregacién compatible con el caricter autosdémico dominante de la susceptibilidad al tumor observado
en la F,. El andlisis del tiempo de duplicacién tumoral en las distintas combinaciones F, mostré6 mayor velocidad de crecimiento del tumor en
aquella con doble dosis genética CBi (susceptible) de origen materno que en aquella con doble dosis materna CBi~ (resistente), respuesta que no se
evidenci6 en las dos combinaciones F, restantes. Esta respuesta solo fue observada en hembras lo que permite suponer la existencia de fenémenos
epigenéticos vinculados con el sexo del portador del tumor.

Palabras clave: crecimiento tumoral, tiempo medio de duplicacidn, ratoén, tumores de mama triple negativos.
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INTRODUCCION

El cancer de mama afecta al 10 % de las mujeres en los
paises industrializados (Szpirer y Szpirer, 2007). En la
Argentina, las estadisticas mas recientes publicadas por el
Instituto Nacional del Cancer indican que esta patologia
constituye un problema importante en salud publica, con
una estimacién de aproximadamente 18.000 nuevos casos
cada aflo lo cual representa el 17,8 % del total de incidencia
de cancer en el pais (Viniegra, 2010). El cancer de mama,
al igual que ocurre en otros tipos de cancer, es una
enfermedad heterogénea, multifactorial, que se presenta
en varias formas clinicas e histologicas y en la que, dada
su condicion de fenotipo complejo, se ven involucrados
determinantes genéticos y ambientales (Gould, 1995;
Leamy et al., 2012), incluyendo estos ultimos aspectos tales
como la dietay el estilo de vida (Bradbury y Olopade, 2007).
Con respecto a los aspectos genéticos aproximadamente
el 10 % de los canceres de mama pueden explicarse por
la presencia de genes de susceptibilidad, la mayoria de
los cuales confieren a los portadores un riesgo moderado
de contraer la enfermedad (Foulkes, 2008). Si bien se
han descrito en seres humanos algunos genes mayores
involucrados en la susceptibilidad al cancer de mama,
como es el caso de BRCA (Breast Cancer)l y BRACA2,
aan resta mucho por conocer al respecto. La identificacién
de estos genes es dificultosa debido, entre otras razones,
a su baja penetrancia, al nimero limitado de individuos
por familia y a la heterogeneidad genética existente en
las poblaciones humanas (Dahlman et al., 2002). Dada la
comprobada proximidad genética entre los ratones y los
seres humanos, las lineas endocriadas de estos roedores
proveen una herramienta interesante para la identificacién
de genes involucrados en los patrones de susceptibilidad/
resistencia a diferentes tipos de enfermedades entre las que
pueden mencionarse las de origen infeccioso y el cancer
(Bedell et al., 1997). Cientos de genes y loci involucrados en
diferentes patologias han sido identificados usando modelos
murinos (Bedell et al., 1997) reafirmando la utilidad de los
animales de laboratorio en la investigacién biologica en
general y biomédica en particular. AGn hoy, inmersos como
estamos en el paradigma molecular, los modelos animales
siguen siendo esenciales para comprender los mecanismos
responsables de este tipo de fenotipos complejos como
asi también para identificar blancos moleculares que
puedan ser utilizados tanto en el diagnostico como en el

tratamiento de diferentes enfermedades. En la actualidad, la

identificacién de los genes y las diferentes vias involucradas
en los procesos tumorales han permitido el desarrollo de
terapias dirigidas que determinan una mejor respuesta y
una mejor calidad de vida de los pacientes (Sawyers, 2004;
Collins y Workman, 2006; Workman y de Bono, 2008).

La cepa de ratones CBi, generada en el Centro
de Biologia de la Facultad de Ciencias Médicas de la
Universidad Nacional de Rosario mediante cruzamientos
en los que participaron animales de las cepas BALB,
Rockland, Swiss y NIH, se mantiene en el Instituto de
Genética Experimental, como una poblacién de cria
libre sujeta a un proceso de endocria por limitacién del
nimero de individuos. Esta cepa fue utilizada como
poblacién base en un experimento de selecciéon artificial
por conformacion corporal que dio origen a cuatro lineas:
CBi/C, CBi/L, CBi* y CBi~ (Di Masso et al., 1991) las
que han fijado distintas combinaciones alélicas como
consecuencia de los efectos conjuntos de las respuestas
directas y correlacionadas a la seleccion, de los efectos
no direccionales de la endocria y la deriva génica y de la
aparicién de nuevas mutaciones (Hinrichsen y Di Masso,
2010).

El adenocarcinoma de M-406,

espontaneamente en el ano 1996 en una hembra de la

mama surgio
linea CBi y muestra diferente comportamiento en cada
una de las lineas derivadas de ésta por seleccion. Cuando
es inoculado en forma subcutinea (s.c.) M-406 crece
en forma exponencial en el 100 % de los animales de la
linea CBi mientras que comienza su crecimiento pero es
finalmente rechazado en el 100 % de los animales de la
linea CBi.

La tasa de crecimiento de un tumor es un indicador
ampliamente utilizado no s6lo con fines prondsticos
sino también para cuantificar los efectos terapéuticos de
diferentes modalidades de tratamiento (Usuda et al., 1994;
Szereday et al.,2002; Chojniak yYounes, 2003; El Sharouni
et al., 2003). Las funciones matematicas representan una
poderosa herramienta para modelizar el proceso dinamico
del crecimiento tumoral y el tiempo de duplicaciéon (TdT)
del volumen de un tumor, es uno de los indicadores
empleados para cuantificar dicho crecimiento (Mehrara ef
al.,2007). Zacarias Fluck et al. (2012) utilizando un modelo
de linfoma de células T, demostraron que la expresion
de galectina-1 se correlaciona fuertemente, entre otras
variables, con el TdT sugiriendo que esta asociacion podria
ser utilizada como factor pronodstico y en el tratamiento

de este tipo de tumores. El objetivo de este trabajo fue
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caracterizar, mediante un enfoque mendeliano clasico,
el patron hereditario de la interaccién huésped-tumor a
partir del anilisis de los cruzamientos reciprocos entre dos
lineas endocriadas de raton con diferente comportamiento
-CBi (susceptible) y CBi (resistente) ante el desafio con
un adenocarcinoma trasplantable de mama y de las cuatro
combinaciones F2, utilizando un modelo matematico de

crecimiento tumoral.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Lineas parentales: Se usaron hembras y machos de
las lineas CBi y CBi~ mantenidas en el Instituto de
Genética Experimental de la Facultad de Ciencias
Médicas de la Universidad Nacional de Rosario. CBi
es la linea control de un experimento de seleccioén
artificial por conformacién corporal del que proviene
la linea CBi1. Durante la selecciéon ambas poblaciones
sufrieron un proceso de endocria por limitacion del
tamafio poblacional (Falconer y Mackay, 2001). Luego
de mas de cien generaciones de criaselectiva, momento
en el que las lineas presentaban un coeficiente de
consanguinidad tedrico aproximadamente igual a 1
(F= 0,987), se comenzd a aplicar un sistema regular
de endogamia basado en apareamientos hermano
con hermano el que se mantuvo por mas de treinta
generaciones.

Filial 1 (F)) y Filial 2 (F,): Para la produccion de la
F se llevaron a cabo los cruzamientos reciprocos entre
individuos de las dos lineas endocriadas. Para generar
la F, se usaron machos y hembras de ambos hibridos
reciprocos lo que permitid disponer de las cuatro
combinaciones posibles entre ambas F,. Los grupos
mencionados de detallan en la Tabla I.

Todos los animales utilizados provenian de camadas
estandarizadas a ocho individuos al nacimiento. A
partir del destete fueron criados en grupos de cuatro,
en cajas de polipropileno (32 x 24 x 10 cm) provistas
de viruta de madera, con una temperatura de 23 + 1°
C, en ciclos de 12 horas luz/oscuridad y recibieron
alimento balanceado peletizado Ratén-Ratas (Cargill
Laboratory Chow) y agua ad [libitum. Los animales
fueron tratados segtn las normas del Canadian Council
on Animal Care (Canadian Council of Animal Care,
2007).

Tismor

M-406 es un adenocarcinoma de mama tipo B,
semi-diferenciado segun la clasificaciéon de Squartini
(Squartini y Pingitore, 1994), triple negativo (ER"
, PR°, HER-2") (Rico et al., 2012), espontaneo de
la linea endocriada CBi que se mantiene in vivo
por pasajes intraperitoneales (i.p.) en su huésped
singeneico.

Modelo experimental
Todos los
aprobacién del Comité de Bioética de la Facultad de
Ciencias Médicas de la UNR (Proyecto IMED 246.
Resolucion N° 1563/2008).

El dia cero los animales fueron desafiados con trocar

experimentos fueron realizados con

en el flanco derecho con tres fragmentos (=8x10°
células) de M-406. El comportamiento del tumor
y el estado general de los animales se monitorearon
diariamente.

Tamario tumoral y modelo matematico
Tres veces por semana, a partir del momento en el que
el tumor se hizo palpable (dia 3-5 post-desafio), se
registraron sus diametros mayor y menor con calibre
y se estim6 su volumen (V) de acuerdo con la formula
[V= (didmetro menor)? x didmetro mayor x 0,4].
Los pares de valores volumen tumoral - tiempo
se ajustaron a un modelo exponencial creciente [Vt=
Vi*e?(k*t)], donde Vt es el volumen tumoral (mm”’)
alcanzado en el tiempo t, Vi es el volumen inicial
del tumor (mm’), k es la constante de crecimiento
exponencial y t es tiempo (dias) transcurrido desde el
desafio. A partir de los ajustes individuales se calcul6 el
tiempo medio de duplicacidon tumoral (TdT) que es
funcién de la tasa de crecimiento exponencial (TdT=
0,69/k).

Analisis estadistico

Para la evaluacion de las diferencias entre grupos
genéticos se utilizaron las pruebas U de Mann—
Whitney o el analisis de la variancia por rangos de
Kruskal-Wallis seguido del test de Dunn (GraphPad,
version 3.0) segin la comparacién involucrara dos
o mas grupos respectivamente. Las diferencias se
consideraron estadisticamente significativas si P<0,05.
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Tabla 1. Grupos genéticos utilizados en el andlisis mendeliano del patrén hereditario de la resistencia-susceptibilidad frente al

desafio con el adenocarcinoma de mama M-406

Grupo genético Denominacioén

Cruzamiento Tamaio muestral

CBi
CB1
F1 A

F1B
F2 A
F2 B
F2C
F2D

Lineas parentales

'Hibridos reciprocos F1

1 . .
Combinaciones F2

2n=24

n=20

(CBix CBi1) n=24

(CB1 x CB1) n=24

(CB1 x CBi) x (CBi x CB1) n =48
(CB1 x CB1) x (CB1 x CB1) n =48
(CBix CBi) x (CBi x CBi) n =48
(CB1xCBi1)x (CB1x CBI1') n=48

' En los cruzamientos F1 y F2 el genotipo materno se menciona primero
2 \ur . , hy
Numero total (igual nimero de machos y hembras en cada grupo genético)

RESULTADOS

Lineas parentales CBi y CBr

Ante el desafio con el M-406, ambas lineas parentales,
independientemente del sexo, mostraron 100 % de
toma. En CBi, el tumor creci6 exponencialmente en el
100 % de los animales (Figura 1A y 1B) hasta alcanzar
el tamafo maximo permitido por las normas éticas.
En CBi el tumor crecié inicialmente en todos los
animales hasta aproximadamente los dias 12 a 16 post-
desafio, momento a partir del cual comenz6 a regresar
espontaneamente siendo totalmente eliminado entre
los dias 26 a 36 en los machos (Figura 1C) y entre los
dias 16 a 36 en las hembras (Figura 1D). El volumen
tumoral (media aritmética * EE) en el dia 7 fue mayor
(P=0,0504) en los machos (124,3 + 25,55 mm”’) que
en las hembras (70,3 + 14,40 mm?).

Hibridos Reciprocos (F1A y F1B)
El tumor mostré el 100 % de toma en ambas
de  hibridos F, 'y

exponencialmente en todos los animales hasta alcanzar

combinaciones crecio

el tamafo maximo permitido por las normas éticas

(Figura 2). No se observaron diferencias significativas
en el crecimiento tumoral ni entre las combinaciones

hibridas, ni entre sexos para cada combinacién.

Combinaciones F2 (F2A, F2B, F2C y F2D)

El tumor mostr6 100 % de toma en las cuatro
combinaciones F,. Creci6 exponencialmente en el 75
% de los animales hasta alcanzar el maximo tamafo
tumoral permitido por las normas éticas (Figura 3)
y regres6 espontaneamente en el 25 % restante hasta
su eliminacién total (Figura 4). El porcentaje de
regresion fue mayor en las hembras (33,33 %) que en
los machos (10,41 %) (P< 0,0001) (Figura 4).

Tiempo medio de duplicacion tumoral (‘TdT)

La Tabla 2 resume los valores del tiempo medio
de duplicacién tumoral en machos y hembras de
los diferentes grupos genéticos analizados. No se
observaron diferencias entre sexos en los animales
de la linea CBi. En CBi el tumor fue rechazado en
todos los animales independientemente del sexo.
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No se observd efecto significativo del sexo sobre el
comportamiento de la variable al considerar a ambas
combinaciones F, en forma conjunta ni al analizar
cada hibrido reciproco por separado (Figura 5A). El
TdT no mostré diferencias entre sexos cuando se
consideraron las cuatro combinaciones F, como un

Volumen tumoral {mm"}
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unico grupo. Igual resultado se observo en el caso
de las combinaciones F B y F C, mientras que en la
combinaciéon F A el TdT fue mayor en las hembras
que en los machos (P= 0,0188) (Figura 5B) y en la
F.D fue mayor en los machos que en las hembras (P=
0,0407) (Figura 5B1).
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Figura 1. Crecimiento del adenocarcinoma de mama M-406 en machos y hembras de las lineas parentales CBi y CBi.
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Figura 2. Crecimiento del adenocarcinoma de mama M-406 en machos y hembras en los hibridos reciprocos.
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Tabla 2. Tiempo medio de duplicacién tumoral en las lineas parentales y en las diferentes combinaciones F1y F2

Tiempo medio de duplicacién (TdT)

Grupo genetico Sexo (media aritmética + error estandar)
CB;i Machos 3,35+ 0,204
! Hembras 3.16+0214
) . Machos 3,24+ 0,239
FIA (CBix CBI) Hembras 3,78 £ 0,187
. . Machos 3,22 £ 0,309
FIB (CBi x CBi) Hembras 3,51+ 0,267
Machos 4,57+0,173
Fl total Hembras 4.85+0.221
F2A (CBi1 x CBi) x Machos 4,27 £0,255
(CBi1 x CBi) Hembras 5.34+£0.438
F2B (CBi x CBi) x Machos 4,51 +£0,373
(CBix CBi) Hembras 4,91 + 0,449
F2C (CBix CBi) x Machos 4,61 0,382
(CBi x CBi) Hembras 4,95+ 0,596
F2D (CBix CBi1) x Machos 4,85 +0,378
(CBi1x CBi1) Hembras 4,04 £0,144
Machos 4,55+0,173

F2 total ’ ’

o Hembras 4,85+ 0,221
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DISCUSION

El cancer de mama es una patologia de la cual se dispone
de abundante informacién tanto sobre la enfermedad en
general como sobre las posibles modalidades de herencia,
pero ain queda mucho por dilucidar respecto del papel que
juegan los diferentes genes implicados en la susceptibilidad/
resistencia a la misma (Schoeps et al.,2014).La informacién
derivada de la utilizacion de modelos animales puede ser
una herramienta de trascendencia en la medida en que el
enfoque gendémico comparativo posibilite extrapolar a la
poblacién humana los avances en el conocimiento de los
genes que controlan el cancer de mama en dichos modelos
(Aitman ef al., 2011). Las lineas de ratdn utilizadas en este
trabajo presentan comportamientos extremos contrastantes
frente al desafio con el adenocarcinoma de mama M-406.
Mientras en la linea CBi, el adenocarcinoma M-406
crece en forma exponencial en el 100 % de los animales
desafiados, en la linea CBi~ el mismo es rechazado en el 100
% de los casos, comportamiento que permite considerar a
la linea CBi como un fenotipo susceptible y a la linea CBi1-
como un fenotipo resistente. La respuesta de los hibridos
reciprocos, similar a la observada en la linea parental CBi,
junto con la segregacién del caricter en la F, permite
concluir que, ain admitiendo una base poligénica para los
fenémenos de susceptibilidad y resistencia involucrados
en este modelo, la linea CBi seria portadora de alelos
de susceptibilidad, en tanto posibilitan el crecimiento
de M-406, mientras que la linea CBi portaria alelos de
resistencia cuya expresiéon llevan al rechazo tumoral. La
respuesta observada es compatible con el comportamiento
de la resistencia/susceptibilidad como un caracter umbral,
hipétesis formulada recientemente para explicar la respuesta
de la linea CBi/L derivada del mismo experimento de
seleccidn, frente al desafio con el mismo tumor (Pagura
et al., 2014). La constataciéon de una F, segregante abre
la posibilidad futura de identificar regiones cromosémicas
(QTL) vinculadas con el crecimiento o el rechazo de este
tumor, que teniendo en cuenta la proximidad genética
entre los seres humanos y el ratén, podria en un futuro
permitir el rastreo de regiones similares en seres humanos
(Bedell et al., 1997). Mediante estrategias de este tipo, a
partir de cruzamientos entre ratones BALB/C susceptibles
y C57BL/6 resistentes al desarrollo de tumores mamarios
espontaneos, se identificd el gen Dmbtl involucrado

en la defensa inmune contra tumores (Blackburn et al.,

2007) y los loci Mtsm1, dominantes en la linea BALB/
cJ, ligados al proceso de tumorigénesis (Koch ef al., 2007).
Asimismo, en un modelo de carcinogénesis inducida en el
que se cruzaron ratas Wistar Furth susceptibles con ratas
Copenhague resistentes, se identificaron en estas tGltimas
los loci MCS2 y MCS3 que interactian de manera aditiva
en la supresion del desarrollo de tumores mamarios
y el locus MCS4 que actia aumentando el ntmero de
carcinomas, lo que sugiere una base poligénica para la
susceptibilidad a la carcinogénesis inducida en estas lineas.
Coincidentemente, un polimorfismo humano homélogo
a la region rata MCS4 se asocia con un mayor riesgo de
cancer de mama en las mujeres afroamericanas (Shepel
et al., 1998). A diferencia de lo observado en humanos,
especie en la cual la incidencia de carcinomas mamarios en
hombres es de alrededor del 0,6 % de todos los carcinomas
mamarios y menor del 1 % de todas las enfermedades
malignas de los varones (Giordano et al., 2004; Reiner y
Badve, 2012), al discriminar por sexo la susceptibilidad/
resistencia en la F,, se observd que la proporcion de
individuos que rechazaron el tumor fue significativamente
mayor en las hembras que en los machos (33,3 % versus
10,4 %; P<0,0001). La modelizacibn matematica del
comportamiento dinimico del volumen tumoral en
funcién del tiempo transcurrido desde el desafio permitid
disponer de una nueva variable de utilidad para la
caracterizacién propuesta. Mehrara sugirié la posibilidad
de utilizar el tiempo medio de duplicacién (TdT) como un
indicador del crecimiento tumoral (Mehrara et al., 2007).
En este modelo el analisis de los TdT en la linea CBiy en
los hibridos reciprocos no mostré diferencias significativas
ni dimorfismo sexual, probablemente debido a la ausencia
en el tumor de receptores hormonales (Rico ef al., 2012).
Si bien los resultados observados en las lineas parentales
y en las F1 sugieren que los genes involucrados en la
susceptibilidad/resistencia al M-406 serian autosdmicos
y no estarian influenciados en su expresiéon por el sexo
ni por fenémenos epigenéticos de impronta, el analisis de
los TdT en las distintas combinaciones de la F, permiti6
hipotetizar cierta vinculacidon con los genotipos maternos,
dado que la doble carga genética de origen materno CBi
(susceptible) en la F,D o CBi (resistente) en la F A se
tradujo en una mayor o menor velocidad de crecimiento
tumoral respectivamente, respuesta no evidenciada en las
dos combinaciones (F,B y F,C) restantes. Esta respuesta

diferencial sélo fue observada en hembras [F,A>F D
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(P=0,019)] hecho que permite especular acerca de la
existencia de fendmenos epigenéticos relacionados con el
sexo del portador del tumor.

Se puede concluir que en este modelo el proceso
de seleccion artificial junto con la accidén de procesos
simultineos de deriva y/o mutacidén genética, han
generado diferencias determinantes de los fenotipos
de susceptibilidad y resistencia ante el desafio con este
adenocarcinoma trasplantable de mama, triple negativo. Los
estudios realizados aplicando la metodologia mendeliana
clasica, indican que el fenotipo susceptible es dominante
frente al resistente y estan asociados a procesos epigenéticos.

En un reciente editorial de la revista Nature
(Anonymous, 2014) a la vez que se remarca la utilidad
de los ratones knock-out como herramientas para la
comprension de las alteraciones a nivel celular que tienen
lugar en procesos patoldgicos tales como el cancer o la
enfermedad de Alzheimer, también se mencionan las
limitaciones de este enfoque. En este sentido se enfatiza
que considerar que la manipulacién de un gen o dos
puede reproducir la complejidad de una enfermedad
multifactorial en una especie diferente es una de las
razones por las cuales las terapias que “curan” a los ratones
mutantes luego fracasan en la clinica y llevan al descrédito
al modelo en cuestién. De acuerdo con Balling (2007)
la modelizacién del comportamiento de los sistemas
biologicos complejos representa un desafio para la biologia
actual. Dado que la identificacién de sus componentes
mediante las tecnologias “Omicas” constituye una
estrategia insuficiente para ello, este autor propone hacer
uso de un enfoque sistémico que informe respecto de la
arquitectura de las redes involucradas. El conocimiento de
la dindmica de esa estructura de redes requiere perturbarla
para, posteriormente, poder caracterizar fenotipicamente
los cambios producidos. La seleccidn artificial constituye
una antigua pero ain vigente estrategia de perturbacion
de los sistemas biologicos. El grupo de lineas de ratén CBi
producto de un proceso selectivo a largo plazo han sido
reconocidas como un recurso de utilidad para el estudio
sistémico de diversos fenotipos complejos (Di Masso ef
al., 2007; Vasconi et al., 2008; Di Masso et al., 2010). La
resistencia/susceptibilidad ante el desafio con un tumor
trasplantable de mama representa un ejemplo mas en este

sentido.
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