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A1entender de ciertos biólogos, en la naturaleza viviente nada sería más difícil de
comprender que el origen de pequeños detalles orgánicos, tales como las callosidades que se
ven en las rodillas del camello o los broches de presión que adornan el caparazón del
cangrejo de mar. Por mi parte me siento más desconcertado por el camello entero y aún por
el cangrejo.
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Cada año sólo en los EEUU alrededor de un millón de personas se enteran de que

tienen algún tipo de cáncer. Mientras que en 1900 esta enfermedad constituía la octava

causa de muerte, desde 1972es la segunda, sólo superada por las enfermedades cardiovas­

culares (Pitot, 1978). En 1989 fue la causa del 22% del total de los decesos (500.000 muer­

tes) en los EEUU (Cotran, 1989).El incremento en la tasa de incidencia de cáncer se debe,

en parte, al envejecimiento de la población. El aumento de edad permitiría que los carcinó­

genos del ambiente tuvieran más tiempo para ejercer sus efectos y, además, las defensas

inmunológicas de los ancianos suelen ser menos efectivas que las de la gente joven (LíVoIsi,

1989).Sin embargo, es importante destacar que el cáncer puede aparecer a cualquier edad

y que uno de los factores principales que llevan al aumento de la incidencia general es el

incremento del cáncer de pulmón, principalmente provocado por el cigarrillo (Pitot, 1978).

También en la Argentina el cáncer es la segunda causa de muerte desde 1960,con una pro­

porción, en relación al total de muertes, en leve aumento entre 1960 (15,1%) y 1981

(17,3%). Para e] sexo femenino, la tasa de mortalidad por tumores malignos era de 123,8

por cien mil en 1981,ocupando el segundo lugar como causa de muerte para todas las eda­

des y el primero en el grupo comprendido entre los 15 y 64 años (Ustarán y col., 1988).

A excepción del cáncer de piel, el más común y curable de los cánceres humanos,

el 75% de los tumores malignos se originan en 10 sitios anatómicos: colon y recto, mamas,

pulmón y bronquios, próstata, útero, órganos linfoides, vejiga, estómago, sangre y páncreas

(Pítot, 1978). Dentro de los cánceres que afectan al sexo femenino, considerando las tasas

específicas de mortalidad según localizaciones, el cáncer de mama se encuentra en primer

lugar en la Argentina, con tasas ajustadas por edad de 20,4 por mil para el año 1978, ocu­

pando también el primer lugar entre los cánceres génitomamarios. Nuestro país se encuen­

tra entre los que poseen tasas de mortalidad más altas a nivel mundial. En un estudio re­

ciente realizados en Buenos Aires (Ustarán y col., 1988)se observó que el mayor porcentaje

de mujeres con cáncer de mama se presentó en el grupo de edades comprendido entre los

55 y 64 años siendo la edad mediana de 56,05 años. Esta edad se corresponde con otros es­

tudios realizados en el país (Sobel y col., 1984) y en el exterior (Harris y coI., 1982;

Helmrích y coI., 1983; Trichopoulus y col., 1972).
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DEFINICIONES

TUMOR: masa de tejido claramente definida; estrictamente un tumor es cualquier hincha­

zón, incluyendo una masa inflamatoria, por lo tanto una cicatriz, un callo, un granuloma,

un absceso crónico o una masa parasitaria son tumores. Sin embargo el término tumor se

ha convertido en un sinónimo de neoplasia hasta el punto de ser igualado al término cán­

CCl'.

NEOPLASIA: James Ewing (Ewíng, 1940) lo definió como un "crecimiento relativamente

autónomo de tejido". Esta definición engloba varios conceptos:

1)

2)

3)

autonomía: una neoplasia no está sujeta alos mecanismos de control que gobiernan

el comportamiento de las células individualmente y sus interacciones en el organismo

funcional;

Lelaflxidgd: indica que las neoplasias no son totalmente autónomas;

mm: puedereferirsea la velocidadde divisióncelularo a losprocesosintra­

celulares involucrados en la síntesis de macromoléculas que serán utilizadas o excre­

tadas por las células. La velocidad de crecimiento puede ser extremadamente lenta,

diferenciándose muy poco de su contraparte normal, o muy rápida, semejante a la

del tejido embrionario;

tejido: indica que una neoplasia puede ser definida únicamente en un organismo
multicelular.

Las neoplasias pueden ser benignas o malignas:

a)

b)

sonaquellasqueseextiendenperonoinvadentejidosadya­
centes ni se dispersan hacia otros sitios. Generalmente están asociadas a un buen

pronóstico.

mmm; sonaquellasquepuedeninvadirtejidosadyacentes,infiltrán­
dolos y destruyéndolos como consecuencia directa de su crecimiento dentro del teji­

do invadido y no por la compresión extratisular. Además son potencialmente capaces
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de diseminarse y colonizar a distancia originando nuevos tumores que se conocen co­

mo metástasis. Generalmente se las asocia con un mal pronóstico de la enfermedad.

CANCER: proceso que tiene las características biológicas de una neoplasia maligna.

Todos las neoplasias benignas o malignas tienen dos componentes básicos:

1) el pa re’nquima, constituido por las células neoplásicas proliferativas;

2) el gsm constituidopor tejido conectivo,vasos sanguíneosy otros elementos.

Aunque las células parenquimatosas representan la parte proliferativa de las neopla­

sias y determinan su naturaleza, crecimiento y evolución, éstas dependen críticamente de

su estroma.

I N IDLN A"

Pueden agruparse de acuerdo a los tipos de tejidos de los cuales surgen. Ritchie

(1962) agrupó las neoplasias en base a su origen histogenético según:

._| o Neoplasias de epitelios.

go Neoplasias de tejido conectivo.

Neoplasias del sistema inmune y hematopoyético.

Neoplasias del sistema nervioso.

Neoplasias de origen celular histogenético múltiple.

99:“? Neoplasias varias (misceláneas).

Suelen clasificarse también de acuerdo al tejido del cual surgió la neoplasia y agregar

un término descriptivo tal como papilar, quístico, folicular, etc., por ejemplo: carcinoma lo­

bulillar de mama. Algunas neoplasias suelen nombrarse con el nombre del primer investi­

gador que la describió, por ejemplo el tumor óseo de Ewing, la enfermedad de Hodgkin del

tejido linfático y el tumor de riñón de Wilms.
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4M, AT RAD No PLA Y B EE R IA:

Las neoplasias benignas, epiteliales y mesenquimáticas, se suelen nombrar utilizan­

do un prefijo referido al tejido del cual surgió la neoplasia y el sufijo -oma. Por ejemplo,

se denominan adenomas a las neoplasias epiteliales benignas que tienen patrones de creci­

miento glandulares o que se originan en tejido glandular aunque no reproduzcan este pa­

trón.

Las neoplasias malignas se dividen en dos categorías de acuerdo a su origen embrio­

lógico. Una neoplasia que surge de estructuras derivadas del mesodermo se denomina sar­

coma, si el tumor surge de estructuras derivadas del endodermo o del ectodermo, se llama

carcinoma. Entonces los tumores malignos se denominan con el nombre del tejido del cual

surgen más el término sarcoma o carcinoma. Por lo tanto los tumores malignos del tejido

adiposo, por ejemplo, se denominan liposarcomas, y los del epitelio glandular se denominan

adenocarcinomas. Además se acostumbra especificar el órgano de origen, por ejemplo un
adenocarcinoma mamario.

Las neoplasias malignas del tejido linfático y de los melanocitos a las cuales sólo se

les agrega el sufijos -oma los linfomas y los melanomas son excepciones de esta regla.

I
MEQAMSMQSLABQIHQQENJCQS

En una célula cancerosa han ocurrido cambios irreversibles en el material hereditario

celular por lo cual el cáncer puede ser considerado como una "enfermedad genética a nivel

celular". Tanto la herencia como el ambiente influyen en la probabilidad de que se produz­

can tales cambios (Strong, 1977). Además de la predisposición genética, entre los factores

involucrados en la carcinogénesís pueden mencionarse factores ambientales químicos y físi­

cos, virus e infecciones crónicas, medicamentos, estímulos hormonales, disminución de la

inmunocompetencia debido al envejecimiento, etc (Vorherr, 1980).
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Los doctores James y Elizabeth Miller (1966) han propuesto la siguiente definición

para el término carcinógeno: "esun agente cuya administración a animales no tratados pre­

viamente produce un aumento estadísticamente significativo de la incidencia de neoplasias

malignas respecto de controles apropiados no tratados, independientemente de que éstos ten­

gan una alta o baja incidencia espontánea de la neoplasia en cuestión ”.Algunos agentes, in­

cluyendo promotores e inhibidores de la respuesta inmune, pueden aumentar la incidencia

de neoplasias malignas en tejidos tratados previamente con dosis subcarcinogénicas de carci­

nógenos; tales agentes no deberían ser llamados carcinógenos.

Los modelos experimentales de carcinogénesis in vivose caracterizan por la prolon­

gada latencia entre la aplicación del carcinógeno (físico, químico o biológico) y la aparición

de tumores. Algunos autores, incluyendo Rous, Berenblum y otros, sugirieron, hace ya unos

50 años, que la carcinogénesis podía ser dividida al menos en dos estadios (Pitot, 1978):

Iniciación, que resultaba de la aplicación directa del carcinógeno a la población ce­

lular;

Promoción, que ocurría a continuación de la iniciación y se debía a factores ambien­

tales o a la aplicación de los llamados agentes promotores.

Los iniciadores son mutágenos, provocan reacciones celulares electrofílicas que cau­

san alteraciones en la estructura del ADN. Estos agentes pueden inducir el cáncer con una

sola exposición. Los agentes promotores estimulan la replicación de las células mutantes.

No son carcinógenos por sí mismos y deben actuar después del iniciador para inducir una

neoplasia (LiVolsi, 1989).

Aunque el mecanismo de carcinogénesis en dos estadios fue establecido para expli­

car la acción de los carcinógenos químicos sobre la epidermis, existen analogías con otros

carcinógenos sobre otros tejidos, por ejemplo los hepatomas inducidos por radiación en el

ratón (Pitot, 1978).

En los modelos experimentales de carcinogénesis química se han definido tres tipos
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de iniciadores :

a) Carcinógenos directos: no requieren ser metabolizados para actuar sobre las célu­

las blanco;

b) Procarcinógenos: requieren de una o más modificaciones para actuar y convertirse

en carcinógenos;

c) Cocarcinógenos: requieren de la presencia de otros agentes iniciadores para la in­

ducción neoplásica (Kolbye, 1976)

La mayor parte de los estudios han demostrado que el proceso de iniciación es, en

general, irreversible. Por ejemplo, en el modelo de carcinogénesis química en la piel del ra­

tón, la aplicación de pequeñas dosis de carcinógenos indujo tumores aún cuando la aplica­

ción del promotor se había demorado de 9 a 12 meses (Berenblum y Shubick, 1947; BotweIl,

1964). Sin embargo, en este mismo modelo, Roe y col.(1972) han demostrado que si el pla­

zo entre iniciador y promotor superaba el año, la incidencia tumoral era prácticamente nu­

la. Esto indicaba que bajo ciertas circunstancias los tejidos eran capaces de reparar los da­

ños del ADN asociados a la iniciación, es decir, que en estos casos la iniciación era reversi­

ble.

A diferencia del "estado iniciado" que es relativamente estable, la promoción puede

ser modificada por diversos factores ambientales como son la edad, el sexo, el balance hor­

monal, etc. En los EEUU, los estudios epidemiológicos indican que un 80 y hasta un 90%

de los cánceres humanos están relacionados con el estilo de vida y otras influencias ambien­

tales (DoII y Pet, 1981).

Aunque los agentes carcinogénicos pueden ser estudiados por separado, muchos de

ellos actúan conjuntamente. Existen evidencias experimentales y clínicas que indican que

la transformación neoplásica es un proceso que involucra eventos múltiples y sucesivos

(Vogelsteín y col., 1988). Además parecería que todos los factores etiológicos afectarían fí­

nalmente a sólo dos grupos de genes: 1) los proto-oncogenes: precursores de los oncogenes

y 2) los anti-oncogenes o genes supresores del cáncer. Ambos tipos son componentes nor­
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males del genoma, y sus productos están involucrados en la regulación fisiológica del creci­

miento celular normal.

ARI ENÉI H RM NAL

La diferencia ción puede ser definida como el proceso de adquisición de caracteres

completamente individuales tal como ocurre en la diversificación progresiva de las células y

tejidos embrionarios. También se dice que la diferenciación es el aumento de heterogenei­

dad morfológica o química (Doriand’s illustrated Medical Dictionary, 1988).

Muchas hormonas regulan la diferenciación celular durante el desarrollo ontogénico.

En algunos casos, como en el de la hormona tiroidea sobre la metamorfosis del sapo o el

de los andrógenos en la masculinización de ciertos tejidos de mamíferos, si el sistema hor­

mona-receptor es afectado en un período crítico del desarrollo no se induce la morfogéne­

sis. Otros tejidos requieren de hormonas no sólo para el comienzo de la diferenciación sino

también para el mantenimiento de una morfología diferenciada. Por ejemplo, la ausencia

de estrógenos produce la atrofia de la mucosa vaginal, del endometrio y del epitelio mama­

rio en las hembras de mamíferos; en los machos la falta de andrógenos lleva a la atrofia

de la próstata. Estos efectos en general son reversibles ya que el potencial para la diferen­

ciación normal permanece y la administración de la hormona faltante hace que los tejidos

retornen a su estado diferenciado (Sutherland, 1987).

El cáncer puede ser considerado como un desorden en la diferenciación en el cual

células relativamente inmaduras continúan proliferando y no responden a los mecanismos

homeostáticos que normalmente controlan la organización tisular y la morfología. Por lo

tanto no es sorprendente que algunas hormonas que afectan la diferenciación puedan influir
en el desarrollo del cáncer.

INDuQQIQ'N HQRMQNAL DE NEQPLASIAS
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Es un hecho ampliamente comprobado la importancia de las hormonas en el con­

trol fisiológico del medio interno. Por lo tanto, que la administración excesiva de hormonas

exógenas o que una producción endógena anormal induzca la aparición de tumores sugiere

que sería suficiente el simple desarreglo de los mecanismos homeostáticos del organismo

para producir una transformación neoplásica. Hace ya mucho tiempo que diversos autores

demostraron que las alteraciones de los mecanismos de retroalimentación entre la hipófisis

y las glándulas endócrinas que ésta controla pueden llevar a la aparición de neoplasias

(Pasqualíni, 1949). Uno de los ejemplos clásicos es el transplante de ovarios normales en

el bazo de roedores castrados (Bískín y Biskin, 1944;Gardner, 1948). Los estrógenos produ­

cidos por el implante son llevados por el sistema venoso esplénico al hígado donde son me­

tabolizados. Esto produce una ruptura en el circuito de retroalimentación negativa. Los es­

trógenos no entran en la circulación general, por lo tanto no inhiben la secreción de gona­

dotrofinas hipofisarias. La producción excesiva de gonadotrofinas produce un estímulo cons­

tante del implante ovárico e induce en éste la aparición de una neoplasia. También es posi­

ble inducir neoplasias de la hipófisis anterior por tiroidectomía (Pitot, 1978).Se supone que

esto se debe a la falta de retroalimentación negativa por la ausencia de hormonas tiroi­

deas circulantes. Por lo tanto, las manipulaciones que impiden la retroalimentación negativa

provocarían un estímulo proliferativo descontrolado de los órganos blanco, lo cual llevaría

a la aparición de neoplasias. También es posible inducir tumores en la hipófisis o en los ór­

ganos periféricos por la administración de hormonas específicas. En determinadas cepas de

ratones se observó que el tratamiento con estrógenos induce la aparición de neoplasias de

hipófisis y, en machos, la aparición de tumores testiculares a partir de las células de Leydig

(Gardner, 1948).

Además de la inducción directa de neoplasias, las hormonas también actúan concer­

tadamente con otros carcinógenos conocidos. Uno de los modelos más estudiados es el ade­

nocarcinoma de mama murino, como se verá más adelante.

HR N YÁNERH A

Existen datos epidemiológicos que sugieren que ciertas hormonas estarían involucra­
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das en el desarrollo de algunos tumores en humanos. Por ejemplo, se asocian factores cons­

titutivos tales como la diabetes mellitus, la obesidad o la nuliparidad a la aparición de carci­

noma de endometrio (Kurman y Norris , 1987). Esta asociación probablemente refleje una

serie de eventos endocrinológicos, cada uno de los cuales puede predisponer a altos niveles

de estrógenos libres. La hipótesis de que niveles altos de estrógenos circulantes pueden ser

causa directa del carcinoma de endometrio ha sido propuesta hace más de 40 años

(Pasqualím', 1949). La nuliparición es frecuentemente acompañada por fallas en la ovula­

ción; esto llevaria a períodos de prolongada estimulación estrogénica sin la actividad inter­

mitente, supuestamente protectora, de la progesterona que sigue a la ovulación. El aumento

relativo de la estimulación estrogénica también se produce en las mujeres obesas, en las

cuales la gran cantidad de tejido adiposo metaboliza los andrógenos adrenales a estrógenos.

Además la correlación existente entre adiposidad y niveles disminuidos de SHBG (globulina

transportadora de hormonas sexuales) incrementa los niveles séricos de estrógenos libres

en las mujeres obesas, aumentando sus efectos biológicos (Siíteri y col., 1980). Por otra

parte, tanto las pacientes con tumores ováricos secretores de estrógenos (Dockerty y col.,

1951; Pasqualini, 1949) como aquellas mujeres que estuvieron bajo tratamientos estrogé­

nicos (Antunes y col., 1979) muestran una mayor incidencia de carcinomas de endometrio.

En los hombres el desarrollo del cáncer de próstata parece depender de la presencia

de andrógenos, principalmente de la testosterona. Esta suposición se ve confirmada por la

ausencia de este tipo de cáncer en eunucos (Moore, 1944) y en pacientes con cirrosis. En

éstos los niveles de estrógenos séricos son superiores a lo normal por fallas de la metaboli­

zación hepática; esto inhibe la secreción de LH y, consecuentemente, de testosterona

(Sutherland, 1987).Todas las formas de crecimiento prostático (normal y neoplásico) son,

por lo menos inicialmente, dependientes de andrógenos (Cunha y col., 1980). La prolifera­

ción tumoral puede aumentar por la administración de andrógenos, como se observó en ra­

tas portadoras de adenocarcinomas de próstata andrógeno-dependientes en las cuales el tra­

tamiento con testosterona o dihidrotestosterona (DHT) estimuló la síntesis de ADN en las

células neoplásicas (English y col., 1986) o por un aumento de la hormona endógena, como

el que se produce al comienzo de la terapia con análogos del LHRH (factor liberador de

LH) (Sutherland, 1987).
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En relación al cáncer de mama, se ha propuesto que factores hormonales aumenta­

rían el riesgo de su desarrollo. Estos factores de riesgo involucrarían preponderantemente

a los estrógenos: 1) menarca temprana y menopausia tardía; 2) edad avanzada para el pri­

mer embarazo; 3) dar a luz sin amamantamiento posterior o períodos de amamantamiento

muy cortos; 4) nuliparidad; 4) fallas en la ovulación; 6) bajos niveles de andrógenos excreta­

dos; 7) hiperprolactinemia; 8) obesidad, diabetes mellitus, dietas ricas en grasas y proteínas;

9) tratamientos prolongados con altas dosis de estrógenos (Vorherr y Messer, 1978); 10) el

uso de anticonceptivos orales (Pike y c01., 1983).

En otros estudios se ha asociado la administración de píldoras anticonceptivas que

contienen estrógenos y progestágenos a la aparición de adenomas hepáticos y más raramen­

te de hepatocarcinomas (Pitot, 1978).Otra desafortunada relación entre las hormonas y el

cáncer resultó de la administración de estrógenos sintéticos no esteroideos como el dietiles­

tilbestrol (DES) a mujeres embarazadas para prevenir abortos espontáneos: en las hijas de

estas mujeres se observó, durante la adolescencia, una alta incidencia de una forma inusual

de cáncer de vagina, el adenocarcinoma de células claras (Herbst y COL,1971).

A pesar de la similitud de sus actividades biológicas, las hormonas sintéticas, como

el DES, son químicamente diferentes de las hormonas naturales; además, las dosis adminis­

tradas son, generalmente, suprafisiológicas. Por lo tanto, aunque ejerzan su acción terapéuti­

ca uniéndose a los receptores hormonales, su efecto tumorigénico podría deberse a mecanis­

mos independientes. De todos modos, los datos epidemilógicos sugieren que las hormonas

endógenas también podrían estar involucradas, directa o indirectamente, con la aparición
de determinados tumores.

MQQELQS ANIMALES

Algunos modelos animales han servido para aclarar la relación entre la acción hor­

monal y la inducción del cáncer. Un ejemplo es el desarrollo adenomas de tiroides por la

estimulación crónica de la glándula (Studer y col., 1989). La hormona hipofisaria estimula­
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dora de la tiroides es la tirotrofina (TSH). Su producción es estimulada por la disminución

de los niveles de hormona tiroidea circulante o en respuesta a factores tróficos hipotalá­

micos. Se ha demostrado que animales tratados con bloqueantes de la síntesis de hormona

tiroidea, desarrollaban hiperplasias de tiroides que retrogradaban al suspenderse el trata­

miento. Si éste se continuaba, el tejido tiroideo se hacía invasor y podía ser implantado en

animales singeneicos tratados con el mismo inhibidor metabólico. Nuevamente, la suspen­

sión del tratamiento con el bloqueante producía la atrofia del tejido invasor. Sin embargo,

con el tratamiento continuo se llegaba a un punto en el cual las células se hacían completa­

mente autónomas e invasivas y ya no regresionaban con la remoción del inhibidor metabóli­

co (Sutherland, 1987). Este experimento sugiere que la estimulación continua de una glán­

dula permite el desarrollo de tumores, aunque no se puede descartar que el inhibidor meta­

bólico utilizado actuara como iniciador tumoral mientras que la TSH sólo cumpliera el rol

de promotor.

También en la carcinogénesis química se observó que las hormonas podían estar in­

volucradas. Hormonas hipofisarias y ováricas son fundamentales en la inducción de tumores

mamarios de ratas tratadas con carcinógenos químicos como el dimetilbenzantraceno

(DMBA), el metilcolantreno (MCA) (Welsch y Nagasawa, 1977). En estos animales el blo­

queo de la secreción de prolactina reducía significativamente la incidencia tumoral (Clemens

y Sltaar, 1972), lo mismo que la ovariectomía 30 días antes del tratamiento con el carcinó­

geno (Dao, 1962). Además, cualquier manipulación que alterase directa o indirectamente

los niveles séricos de prolactina modificaba el crecimiento de estos tumores (Welsch y

Nagasawa, 1977). La hipofisectomía y la ovariectomía (Dao y Sunderland, 1959; Huggíns

y col., 1959; Welsch, 1971) llevaba a la regresión de los tumores. Sin embargo, la regulación

que ejercían los estrógenos sobre el crecimiento tumoral parecía producirse a través de mo­

dificaciones en la actividad de la prolactina (Welsch y Nagasawa, 1977). Algunos de los tu­

mores inducidos por DMBA no respondían a la manipulación hormonal. Estos tumores ca­

recían de receptores estrogénicos (RE) (Mobbs, 1966).Por lo tanto, mientras que la hormo­

na estimuladora más importante parecería ser la prolactina, la capacidad de respuesta a la

manipulación hormonal estaba más relacionada a la presencia de RE. Con frecuencia los

tumores que regresionaban luego de la remoción de las hormonas estimuladoras no desapa­



Edith C. Kordon

recían completamente, y la reintroducción del factor trófico producía la reaparición del tu­

mor (Koenders y coI., 1977).

Estos tumores de mama de rata inducidos por un carcínógeno químico comparten

algunascaracterísticascon los tumores humanos: la respuesta hormonal es variable , ésta

puede preverse por el contenido de receptores para estrógenos y la erradicación tu­

moral por la terapia hormonal es incompleta.

El tumor transplantable de ratón Shionogi 115 es un adenocarcinoma de origen ma­

mario andrógeno-dependiente. Estos tumores se caracterizan porque generalmente no cre­
cen en machos castrados o en hembras sino en machos intactos o en hembras tratadas con

andrógenos (Minesita y Yamaguchi, 1964). Además, la eliminación de los andrógenos nor­

malmente produce la regresión de los tumores que retoman el crecimiento cuando la hor­

mona es reintroducida. Las células derivadas de los tumores hormone-dependientes trans­

plantadas a un huésped sin andrógenos pueden permanecer "dormidas" largo tiempo hasta

que las hormonas tróficas les son administradas nuevamente. Ocasionalmente el transplante

de células de tumores hormono-dependientes produce tumores aún en ausencia de andróge­

nos, lo que indicaría que estas células son capaces de adquirir autonomía hormonal.

Por lo tanto, los tumores Shionogi comparten algunas características con el cáncer

de próstata humano: la mayoría de los tumores inicialmente regresionan al ser priva­

dos de andrógenos pero subsecuentemente se hacen insensibles a la falta de hormo­
nas.

Por último, otro modelo para la modulación hormonal de la iniciación, progresión

y tratamiento ha sido desarrollado en las ratas Nb (Noble y Hoover, 1975;Noble, 1977). Es­

tos animales tienen una incidencia de carcinomas espontáneos de corteza adrenal y de ma­

ma normalmente baja, pero que puede ser aumentada si se les implanta un pellet de estró­

genos. Seguidamente se desarrolló un modelo de progresión tumoral a partir de los trans­

plantes de estos tumores en ratas Nb tratadas o no con hormonas. Este modelo sugiere que

la remoción completa de la hormona que supuestamente es promotora tumoral, puede au­
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mentar la aparición de tumores hormone-independientes (Noble, 1977).Según estas observa­

ciones, los intentos usuales por privar totalmente al tumor de los factores promotores podría

favorecer la aparición de poblaciones celulares autónomas.

r
Hg¿RMS¿NAS EN EL TRATAMIENTQ DEL=LJANQEER

Ciertas manipulaciones hormonales han demostrado ser útiles para el tratamiento

de tumores como los de mama, próstata y endometrio, existiendo también respuestas ocasio­

nales en otros tipos tumorales (Campio y col., 1983).En el cáncer de mama, la probabilidad

de respuesta se correlaciona con la presencia de receptores para estrógenos y progesterona

(Baulieu, 1983).También se ha demostrado que existen niveles elevados de receptores en

carcinomas gástricos y melanomas; sin embargo, estos tumores que derivan de tejidos nor­

malmente no respondedores, generalmente tampoco responden a la terapia hormonal

(Harrison y col., 1988; Walker y col., 1991).

Supuestamente las manipulaciones hormonales que provocan regresión tumoral lo

harían a través de dos mecanismos fundamentales:

1) Primariamente, a través de la disminución de las hormonas que estimulan el creci­

miento del tumor.

2) Secundariamente, a través del bloqueo de la producción o liberación de otros facto­

res tróficos que constituyen los estímulos directos para el crecimiento tumoral. Estos

factores pueden ser producidos por (a) las mismas células tumorales (autócrinos), (b)

las células vecinas (parácrinos) o (c) glándulas endócrinas distantes (endócrinos).

Pocos de los pacientes portadores de tumores hormono-respondedores tienen remi­

siones completas de la enfermedad después de la terapia hormonal. Alrededor de un 75­

80% de los pacientes con cáncer de próstata (Ekman y 001., 1980), 30-40% con cáncer de

mama (Pellegrini y col., 1983) y 30% con cáncer de endometrio (Schultz y col, 1988) mani­

fiestan una regresión observable o una disminución de los síntomas. Sin embargo, al menos

para el cáncer de mama, a pesar de que un cierto número de pacientes inicialmente respon­
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den a la terapia hormonal, esto no ha modificado la tasa de mortalidad. Inevitablemente,

los tumores retoman su crecimiento y, aunque a veces haya respuestas secuenciales a las

series de manipulaciones hormonales, finalmente los pacientes desarrollan tumores que no

tienen ningún tipo de respuesta a la terapia hormonal (Foulds, 1969). Las posibles explica­

ciones de este fenómeno son:

1. Una insensibilidad fundamental de la célula troncal (stem) y de su progenie

a las manipulaciones hormonales (Ballaré y col., 1989).

2. La preexistencia de poblaciones no respondedoras en el tumor hormonode­

pendiente (Kim y Depowoski, 1975).

3. En los tumores regresionando por el tratamiento hormonal surgen, al azar,

poblaciones celulares autónomas que son seleccionadas positivamente (Noble,

1977)

4. La falta de una adecuada supresión de todos las hormonas o factores que

pueden estimular el crecimiento tumoral (Bélanger y col., 1985).

El cáncer de mama es una enfermedad multifactorial que involucra factores genéti­

cos, ambientales, hormonales y dietéticos. Los factores ambientales son de mucha importan­

cia, como lo muestran los datos epidemiológicos que se resumen más abajo; sin embargo

éste es uno de los cánceres donde la historia familiar es un factor de predisposición relevan­

te (Vorherr, 1980).También las hormonas endógenas han sido consideradas factores de ries­

go dado que el incremento de la probabilidad de contraer la enfermedad con la edad es ma­

yor antes que después de la menopausia, por lo tanto estos factores son de importancia etio­

lógica. Uno de los factores operativos más importantes durante esos años puede ser la canti­

dad de tiempo que las mamas estuvieron expuestas a las hormonas ováricas endógenas. Esta

hipótesis se basa en la observación de que el riesgo está asociado con una menarca tempra­

na y una menopausia tardía, y que los embarazos múltiples y las lactancias prolongadas ejer­

cen un efecto protector. Otro factor de riesgo importante en las mujeres premenopáusicas
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es la edad avanzada para el nacimiento del primer hijo. Aunque este factor ha sido observa­

do en numerosos estudios, el mecanismo por el cual opera aún no se conoce. La mayoría

de los estudios también demostraron que en mujeres postmenopáusicas la obesidad estaba

asociada con un mayor riesgo de desarrollar cáncer de mama. Los niveles elevados de estró­

genos endógenos encontrados en mujeres obesas explicarían esta asociación (Thomas, 1991).

A pesar de los numerosos y exhaustivos estudios epidemiológicos realizados, aún no

existen evidencias concluyentes que expliquen la relación entre las hormonas endógenas y

la aparición y desarrollo del cáncer de mama (Toniolo y col., 1991).Tampoco se ha compro­

bado que la administración de hormonas exógenas sea un factor de riesgo, aunque se ha su­

gerido que los tratamientos prolongados con estrógenos promueven el desarrollo del cáncer

mamario (Vorherr, 1980).

Miller y Bulbrook (1986) resumieron de esta manera el consenso de una conferencia

multidisciplinaria de la Unión Internacional Contra el Cáncer: "El cáncer de mama está me­

diado por hormonas y los estrógenos son factores principales en 1aexpresión del tumor". Esta

afirmación fue realizada cuando parecía muy probable que el riesgo de cáncer de mama

estaba determinado por las concentraciones de estradiol biológicamente disponible en circu­

lación. Sin embargo, las evidencias sugieren que la progesterona puede tener importancia

etiológica. Esta evidencia incluye las siguientes observaciones: el riesgo se ha relacionado

con un comienzo temprano de los ciclos ovulatorios regulares; los anticonceptivos orales

combinados, que contienen tanto estrógenos como progesterona pueden aumentar el riego

de cáncer de mama en mujeres jóvenes; la inoculación del anticonceptivo de acción prolon­

gada acetato de medroxiprogesterona depot puede incrementar el riesgoen mujeresjóve­

nes; y los progestágenos cuando se administran junto con estrógenos en la menopausia tam­

bién pueden estar asociados con un incremento en el riesgo (Thomas, 1991)

La etiología del cáncer de mama ha sido objeto de numerosas investigaciones. Sin

embargo, aún permanecen oscuros los mecanismos involucrados en su desarrollo. Algunos

factores de riesgo han sido identificados con una razonable certeza (por ejemplo: menarca

temprana, menopausia tardía, ausencia de embarazos a término); pero, debido a su natura­
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leza, no ha sido posible tornar medidas preventivas a partir del conocimiento de los mismos.

Se han propuesto otros factores de riesgo más factibles de ser modificados (por ejemplo,

ciertos factores dietéticos). Sin embargo, éstos no han sido confirmados en estudios epide­

miológicos analíticos (Le Marchand, 1991).

Dado que no se sabe cómo impedir los factores causantes de la mortalidad por cán­

cer de mama, la estrategia de control se basa en mejorar la sobrevida a través de un diag­

nóstico prematuro y un mejor tratamiento de la enfermedad. Estos esfuerzos han alcanzado,

sin embargo, logros limitados aún en países como los EEUU, donde las tasas de mortalidad

no han disminuido en los últimos 15 años (Le Marchand, 1991).

El cáncer de mama inicialmente es una enfermedad localizada, luego se extiende por

los vasos linfáticos a los ganglios linfáticos regionales, para luego diseminarse por vía hemá­

tica. Cuando se diagnostica clínicamente la diseminación metastásica del cáncer de mama,

generalmente la muerte ocurre dentro de los 3 a 4 años subsiguientes (Vorherr, 1980).

Los informes sobre factores de protección y de riesgo para el cáncer de mama son

muy controvertidos y existen discrepancias con respecto a los determinantes hormonales o

bioquímicos que supuestamente ofrecen beneficios terapéuticos y/o diagnósticos para el pa­

ciente. En este momento es imposible formular principios prácticos para la solución del pro­

blema, particularmente debido a que las autoridades en este campo frecuentemente tienen

opiniones diametralmente opuestas sobre los mismos temas. La controversia actual sobre

el cáncer de mama se basa en la incapacidad para (a) identificar los agentes etiológicos, (b)

definir adecuadamente los factores de riesgo , y (c) llevar a cabo una destrucción selectiva

de las células cancerosas en los pacientes con enfermedad diseminada (Vorherr, 1980).

EPIDEMIQLQQÍA DEL CÁNCER DE MAMA

La epidemiología puede definirse como el estudio de la distribución de los determi­

nantes ambientales de una enfermedad. Existen variaciones importantes en la incidencia de
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cáncer de mama en los distintos países (Henderson y Bernstein, 1991). Las tasas de inciden­

cia son 6 veces más altas en los EEUU, Canadá o el Norte de Europa que en Asia o Africa

negra. Estas diferencias no están determinadas por una variación en la susceptibilidad gené­

tica (Haenszel y Kurihara, 1968).Las tasas de incidencia de cáncer de mama de las nortea­

mericanas de raza negra son muy similares a las norteamericanas de raza blanca pero difie­

ren de las de las africanas de raza negra. Además, las mujeres japonesas que migraron a

Hawaii y a California tienen una mayor incidencia que las mujeres del Japón (Buell, 1973;

Dunn, 1977). Las japonesas nativas que migran a los EEUU siendo jóvenes muestran un

incremento pequeño de las tasas de cáncer de mama, mientras que la incidencia en las hijas

de japoneses que han nacido en los EEUU, se aproxima a las de sus compatriotas de raza

blanca. Esto sugiere que el riesgo de cáncer de mama está, por lo menos en parte, ligado

a factores del medio que inciden durante las primeras etapas de la vida (Henderson y

Bernstein, 1991).

TERAPIA HQRMQNAL DEL CÁNCER QE MAMA

Clásicamente, el tratamiento endócríno primario para las mujeres premenopáusicas

era la ovariectomía. Las pacientes que habían atravesado la menopausia eran tratadas con

andrógenos o antiestrógenos o, en presencia de un cáncer de mama avanzado, con dosis far­

macológicas de estrógenos. Secundariamente, también se practicaba la adrenalectomía y la

hipofisectomía en enfermas pre y postmenopáusicas. Estos tratamientos producían una re­

gresión inicial en el 30 al 45% de los pacientes (Vorherr, 1980). Estos métodos actuaban dis­

minuyendo la estimulación estrogénica ya sea directamente (ooforectomía), a través de la

remoción del precursor necesario para la síntesis de los estrógenos (adrenalectomía) o por

la remoción de las hormonas tróficas ACTH, FSI-Io LH que estimulan la síntesis de estró­

genos (hipofisectomía). No se ha aclarado aún si la hipofisectomía ofrecía beneficios adicio­

nales por la reducción de los niveles de otras hormonas como la prolactina.

Resulta interesante destacar que el tratamiento hormonal del cáncer de mama pre­

sentaba una paradoja: tanto la adición como el bloqueo de los estrógenos inducian la regre­
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sión tumoral en las pacientes postmenopáusicas. La mejor explicación era que las dosis far­

macológicas de estas hormonas producían un bloqueo de la respuesta estrogénica en lugar

de la estimulación que normalmente producen las pequeñas cantidades de estrógenos natu­

rales.

Actualmente, la aparición de drogas de probada eficacia disminuyó el uso de deter­

minados procedimientos quirúrgicos. La ovariectomía, el tratamiento con antíestrógenos, do­

sis altas de progestágenos y/o aminoglutetimida (droga inhibitorio de la aromatasa) son, hoy

en día, las manipulaciones hormonales más usuales. En general, la tasa media de respuesta

es de un 30% y la mediana de la duración es de 12 meses, aproximadamente (Pellegrini y

col, 1983).

El tamoxifeno es el antiestrógeno más usado en pacientes pre y post-menopáusicas

(Pellegrini y col., 1983). En septiembre de 1985 la Conferencia de Consenso para el Desa­

rrollo de Adyuvantes de la Quimioterapia reunida por el Instituto Nacional de Salud de los

EEUU convino en que el tamoxifeno es la droga de elección para el tratamiento del cáncer

de mama en pacientes post-menopáusicas con ganglios positivos y tumores que expresan re­

ceptores de estrógenos (RE+) (Mouridsen y col., 1988).Análisis posteriores confirman esta

recomendación aunque una gran proporción de pacientes con estas características no se be­

nefician con la terapia (Mouridsen y Rose, 1988). Aunque no se conocen todos los mecanis­

mos de acción del tamoxifeno, los efectos antiestrogénicos más importantes se deben a la

competencia con el estradiol por el receptor estrogénico de alta afinidad, y su unión a este

receptor (Pellegrini y col., 1983).En la mayoría de los tejidos esta unión no produce efectos

estrogénicos y deja a la célula refractaria a una estimulación estrogénica posterior. También

existen evidencias que los antiestrógenos pueden modular el crecimiento celular uniéndose

a proteínas distintas de los receptores esteroideos (Sutherland y col., 1980), pero no se sabe

la relevancia clínica que pueda tener esa unión.

Como se mencionó antes, en la terapia también se utilizan agentes progestagénicos

como el MPA, que tienden a abolir los efectos tróficos de los estrógenos, o inhibidores de

la aromatasa como la aminoglutetimida, que inhibe la síntesis de los estrógenos naturales
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(Pellegrini y col., 1983).

Todos los tratamientos mencionados anteriormente tienden a disminuir los niveles

o los efectos de los estrógenos, aunque todavía no se puede asegurar que la responsable de

la regresión de los tumores hormono-respondedores sea la disminución de la actividad estro­

génica. In vitro se ha demostrado que los estrógenos regulan la producción de factores de

crecimiento en células tumorales (Dickson y Lippman, 1987). Además, pueden modular los

niveles de otras hormonas que podrían estar involucradas en el crecimiento de tumoral co­

mo, por ejemplo, la prolactina. Sin embargo, aunque se ha demostrado que esta hormona

está involucrada en algunos modelos experimentales de tumorigénesis mamaria (Welsch

y Nagasawa, 1977), no hay evidencias concluyentes de que la prolactina sea una hormona

importante en el desarrollo del cáncer de mama humano (Vorherr, 1980; Welsch y COL,

1976)

En el cáncer de mama, la expresión de receptores para estrógenos y progesterona

se asocia, en general, con un mejor pronóstico de la enfermedad (Nagel y coI., 1985). El

contenido de receptores es el mejor indicador de la capacidad del tumor para responder a

la terapia hormonal. Sin embargo, se ha observado que la correlación presencia de recep­

tores de estrógenos y progesterona (RE y RP) - respuesta a la terapia hormonal no

es perfecta: algunos pacientes con tumores que expresan receptores no responden a la tera­

pia y algunos con "receptores negativos" responden (Baulieu, 1983; Pellegrini y 601., 1983).

Esto puede deberse a:

a) La existencia de "falsos negativos". La ausencia de receptores hormonales en el tu­

mor puede deberse a condiciones endócrinas circunstanciales de la paciente

(Pellegriniy col., 1983),a que la muestra de tejido tumoral analizada sea inadecuada,

o a errores en la manipulación de l a misma (Sutherland, 1987).

b) La existencia de "falsos positivos". La medición de receptores en las muestras tu­

morales indica, aproximadamente, la cantidad de receptores capaces de unirse a la

hormona; esto no significa que los complejos hormona-receptor formados sean fun­
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cionales (Pellegrini y COL,1983; Sibley y Tomkins, 1974)

La heterogeneidad existente en el contenido de receptores dentro de un mismo tu­

mor es relativamente grande. Se ha observado esta heterogeneidad en los clones me­

tastásicos que surgen de un tumor primario (Holdaway y Bowditch, 1983). Además,

en ensayos realizados sobre múltiples biopsias secuenciales, la estimación de RE y

RP cambió de positivo a negativo o viceversa en un 15 a 20% de los casos (Hull y

col., 1983; Gross y col, 1984)

Finalmente, la asociación existente entre la presencia de receptores hormonales y la

respuesta al tratamiento hormonal no necesariamente revela una relación causa-efec­

to. Si esta relación no existiera, sería lógico esperar ciertas divergencias entre ambos

eventos (Sutherland, 1987).

Existen, además, otros problemas aún no resueltos que complican la elección de una

estrategia terapéutica adecuada en el tratamiento hormonal del cáncer (elección de hormo­

nas, dosis, duración, etc.). Por ejemplo:

a)

b)

Algunos regímenes terapéuticos tienen efectos colaterales ya que las dosis de hormo­

nas administradas generalmente superan largamente los niveles fisiológicosnormales.

Estas concentraciones también puede producir efectos citotóxicos directos tanto en

células neoplásicas como normales (Pellegrini y col., 1983).

Las hormonas, administradas en dosis suficientemente altas, pueden actuar a través

de receptores no específicos (por ejemplo, progestágenos a través de los receptores

de glucocorticoides o de andrógenos y andrógenos a través de receptores estrogéni­

cos). Esta sería una explicación para el "efecto Huggins" por el cual un tumor puede

responder tanto a la remoción como a la administración de dosis altas de una misma

hormona altas (Pellegrini y col., 1983)
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ADEN A IN ADE AM ENRAT'N

Los adenocarcinomas mamarios de ratones endocriados son de uso corriente en la

oncología experimental pues ofrecen varias ventajas: primero, el tumor se localiza en un

área circunscrípta bajo la piel y puede ser fácilmente reconocido, medido cuantitativamente

y removido in toto para cualquier tipo de estudio; segundo, la existencia de cepas endocria­

das de ratones con incidencia reproducible de neoplasias mamarias provee una herramienta

ideal para la investigación de factores etiológicos en la génesis de las mismas; tercero, se

conoce mucho acerca de la biología del ratón endocriado por lo tanto puede ser fácilmente

sujeto a manipulaciones experimentales. Por estas razones los tumores mamarios de ratón

proveen uno de los mejores modelos para analizar el proceso neoplásico in vivo (Nandi y

McGrath, 1973).

AGENTES INDUCTORES

¡Úlima

Desde las primeras observaciones sobre los cánceres mamarios espontáneos se com­

probó que ciertas colonias de ratones mostraban una alta incidencia de tumores a edad tem­

prana, mientras que otras estaban prácticamente libres de la enfermedad (Bashford, 1909).

Algunos años más tarde, cuando se dispuso de cepas endocriadas, la transmisión hereditaria

de los tumores mamarios pudo ser estudiada en detalle. El cruzamiento recíproco entre ra­

tones de alta y baja incidencia tumoral llevó al descubrimiento de que una influencia extra­

cromosómica era uno de los factores causales (Staff of the R. B. Jackson Memorial Lab,

1933). En 1936, Bittner comprobó que la transmisión de este factor extracromosómico se

hacia por la leche. Además el agente inductor del tumor mamario fue hallado en distintos

órganos, tejidos y fluidos corporales en las cepas con alta incidencia de cáncer de mama

(Gross, 1970).Estudios sucesivos demostraron que este agente tenía las propiedades físicas

y químicas de un virus (Lyons y Moore, 1962). Se concluyó entonces que los tumores de ma­
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ma de ratón pueden ser inducidos por un virus que se transmite por la leche materna, deno­

minado inicialmente virus de Bittner y actualmente MMTV (mouse mammary tumor virus)

de la familia de los retrovirus. Los retrovirus oncogénicos pueden dividirse en dos catego­

rías:

1) los retrovirus transformantes portadores de oncogenes virales que han adquirido del

genoma de una célula huésped;

2) los retrovirus que no tienen oncogenes propios sino que actúan por mutagénesís in­

sercional activando los de la célula huésped; a este grupo pertenece el MMTV

(Nusse y col., 1988).

En la tumorigénesis mamaria inducida por el MMTV, la incidencia y la latencia tu­

moral son afectadas por distintos factores como la virulencia de las distintas variantes del

virus, la susceptibilidad genética y el estado hormonal del huésped (Michalídes y col., 1983).

El MMTV puede ser transmitido de dos modos: 1) por amamantamiento (MMTV exógeno)

ó 2) genéticamente, vía gametas. Una cepa representativa del primer caso es la C3H, mien­

tras que un ejemplo de la segunda es la GR. Ambas cepas son susceptibles y tienen alta ¡n­

cidencia tumoral. Otras cepas utilizadas para el estudio de la tumorigénesis mamaria son

C57BL y B20, las cuales son resistentes, sin MMTV en la leche y con una incidencia tumo­

ral baja o nula. La cepa BALB/c es susceptible pero su leche está libre del MMTV y pre­

senta una baja incidencia espontánea de cáncer de mama: del 1 al 30% en hembras multípa­

ras (Schlom y col., 1973). Cuando esta cepa fue amamantada por C3I-I se demostró que la

replicación e integración del MMTV facilita en alto grado la tumorigénesis mamaria en

BALB/c (99% de incidencia respecto de un 1% en las amamantadas por BALB/c). Sin em­

bargo, la integración de un MMTV exógeno no es indispensable para el desarrollo de neo­

plasias en esta cepa, ya que en los pocos tumores de mama espontáneos que aparecen, no

se han hallado nuevas secuencias específicas insertadas en el ADN (Brezm'ck y Cohen,

1982).

En todas las cepas susceptibles infectadas con MMTV surgen espontáneamente lesio­

nes hiperplásicas lobulíllares (HAN), que también pueden ser inducidas por tratamiento

hormonal en ratones supuestamente libres del virus (Medina, 1973). Se considera a éstas
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como lesiones preneoplásicas. El MMTV actuaría a dos niveles, transformando el tejido

normal en HAN y estas lesiones en tumores.

b) Carcinógenos químicos

Los carcinógenos químicos más usados en la tumorigénesis mamaria del ratón son

el 3-metilcolantreno (MCA) ,dibenzantraceno, benzopireno y 7-12 dimetilbenzantraceno

(DMBA). Se hipotetiza que estos agentes actúan modificando el contenido o el flujo de in­

formación genética codificada en la secuencia de bases del ADN, transformando la célula

normal en cancerosa. La administración de estos compuestos a animales experimentales pro­

duce derivados que se unen covalentemente a las macromoléculas celulares, ADN, ARN

y proteínas (Miller y Miller, 1966). Basados en estas apreciaciones, se postula que durante

el metabolismo de muchos carcinógenos se forman intermediarios altamente reactivos que

reaccionan con los componentes celulares para inciciar la cadena de eventos que resultará

en una neoplasia (Dípple y col., 1968).

Mientras que los tumores inducidos por MMTV se asocian a lesiones preneoplásicas

HAN; la administración de DMBA y uretano a ratones BALB/c o C57BL, índujo una baja

incidencia de HAN y alta incidencia de lesiones preneoplásicas ductales (DH), similares a

las observadas en el cáncer de mama humano (Medina, 1974; 1976).

c) Hormonas

La relación entre las hormonas y los tumores de mama de ratón fue sugerida en un

principio por Lathrop y Loeb en 1916quienes demostraron que los cambios hormonales de

la preñez conducían al desarrollo de neoplasias en ratones. Estos autores demostraron que

hembras que habían tenido crías eran más susceptibles que las vírgenes a desarrollar tumo­

res de mama y que la ovariectomía reducía la incidencia de los mismos.

En 1913,Lacassagne demostró que el tratamiento prolongado con hormonas estrogé­

nicas llevaba a la aparición de carcinomas de mama en ratones machos de la cepa R IIl.
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Posteriormente se confirmó que la administración de estrógenos aumentaba significativa­

mente la incidencia de tumores de mama en otras cepas, como C3H (Burns y Schenken,

1940; Cuss y COL,1974; Heston y Deringer, 1953; Okey y Gass, 1968). En 1939, Loeb y

Kirtz, y en 1959 Muhlbock y Boot obtuvieron resultados similares en ratones portadores de

injertos de hipófisis. Un estudio posterior de Yanaí y Nagasawa (1972) sostenía que la pro­

lactina es la hormona secretada por estos injertos y la responsable de la tumorigénesis ma­

maria murina. Por éste y otros experimentos (Boot y COL,1962) se supuso que la prolactina

era fundamental en la tumorigénesis mamaria de roedores en general. Lo avalaba un hecho

conocido durante años: en la mayoría de los casos, la hipofisectomía, sobre todo cuando se

practicaba a muy corta edad, prevenía totalmente el desarrollo de tumores mamarios espon­

táneos (Moon y COL,1951). Sin embargo, la prolactina no actuaría en ausencia de estró­

genos. Se ha demostrado que ratas o ratones ovariectomizados a corta edad también desa­

rrollan menos tumores mamarios y la incidencia era prácticamente nula si, además, eran a­

drenalectomizados (Bittner y COL,1961; Durbin y COL,1966; Richardson, 1967, Shimkin y

Wyman, 1945). Por otra parte, en los casos en los que la prolactina acentuaba la tumorigé­

nesis mamaria en hembras deficientes de hormonas sexuales, los trabajos se realizaron en

animales adultos que ya tenían un gran número de displasias mamarias. Por lo tanto la pro­

lactina podría solamente promover el crecimiento de células ya transformadas. Sin embargo,

aunque esta hormona parece ser fundamental durante los eventos tempranos de la tumori­

génesis mamaria en el ratón, su presencia no sería relevante en el crecimiento de tumores

espontáneos avanzados. En cepas como C3H, las neoplasias mamarias evolucionarían a par­

tir de estadios dependientes a estadios independientes de la prolactina. Este proceso es mu­

cho más frecuente en el ratón que en la rata (Welsch y Nagasawa, 1977).

Hasta el presente no se ha demostrado que las hormonas hipofisarias puedan inducir

tumores de mama tempranamente en animales sin esteroides sexuales. Aún en el desarrollo

de la mama normal, el rol mamotrófico de la prolactina podría estar mediado por su activi­

dad luteotrófica, o sea por la progesterona (El Etreby y COL,1979). Se ha demostrado que

ciertos progestágenos sintéticos son mucho más efectivos para estimular el crecimiento ma­

mario que el benzoato de estradiol y/o la prolactina estimulada por el benzoato de estra­

diol. Por otra parte, tanto en ratas como en ratones los estrógenos estimulan la síntesis y
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secreción de prolactina; la progesterona en cambio es mucho menos efectiva en este aspecto

(El Etreby y COL,1979). Esto sugiere que sería más probable que la prolactina estimulara

la actividad mamotrófica de la progesterona y no que fuese ésta la que actuara indirecta­

mente estímulando la secreción de prolactina.

HormonaLLMMH

La capacidad tumorigénica del MMTV se caracteriza por ser marcadamente influida

por hormonas. Esto se manifiesta de dos maneras: l) en algunas cepas portadoras, el desa­

rrollo de los tumores es modificado por los cambios hormonales que acompañan la preñez;

y 2) los glucocorticoides modulan la expresión del genoma del MMTV a nivel de la síntesis

del ARN (Dickson y Peters, 1983).

Estudios más recientes han demostrado que no sólo los glucocorticoides inducen la

transcripción del MMTV sino que también lo hacen otros esteroides como progestágenos

(Cato y COL,1986; 1987) y andrógenos (Cato y col., 1987; Darbre y col., 1986) los cuales

también inducen la transcripción del MMTV a nivel del promotor. En cambio, los estróge­

nos no son capaces de inducir la transcripción del MMTV en forma directa (Cato y 001.,

1987; Green y Chambon, 1987).

En la cepa GR (portadora del MMTV en su genoma), se ha demostrado que tumores

dependientes de la preñez que habían regresionado después del parto recrecían si las hem­

bras eran tratadas con estrona y progesterona (Van Nie y Thung, 1965). Posteriormente se

halló que en hembras vírgenes el tratamiento continuo con las mismas hormonas inducía

la aparición de tumores de mama hermano-dependientes aunque esta dependencia se perdía

a través de los pasajes (Sluyser y Van Nie, 1974). Estos informes indicaban que existía una

estrecha relación entre hormonas esteroides y MMTV, relación que será luego discutida

en más detalle.
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La preñez o pseudopreñez generalmente acentúa el efecto de los carcinógenos quími­

cos en muchas especies murinas (Marchant, 1961; 1963). Lin y col. (1976) demostraron que

en BALB/c la estimulación previa de las glándulas mamarias con prolactina, insulina, aldos­

terona y cortisol, in vitro, y el tratamiento subsecuente con DMBA era suficiente para per­

mitir cambios hiperplásicos en los cultivos que fueron indistinguibles de los las lesiones

HAN observados ¡n vivo.Parecería por lo tanto, que las hormonas mamotróficas incremen­

tan la sensibilidad de la glándula a la acción de los carcinógenos químicos.

En la rata, las hormonas ováricas son esenciales para la transformación del epitelio

mamario durante la inducción de tumores de mama por agentes tales como DMBA o el

MCA (Clemens y Shaar, 1962; Duo, 1962; Talwalker y COL,1964; Welsch y COL,1968, 1975).

La ovaricctomía de animales con tumores mamarios inducidos por carcinógenos químicos,

resulta en una abrupta y prolongada regresión de los tumores (Dao y Sunderland, 1959;

Huggins y col., 1959; Welsch, 1971) y el crecimiento tumoral no progresa a menos que los

ovarios sean reimplantados.

Existen también otras evidencias que indicarían que la progesterona podría desempe­

ñar un papel importante en el desarrollo de las neoplasias mamarias. Por ejemplo, la admi­

nistración de progestágenos podría tanto aumentar como disminuir la incidencia de tumores

mamarios inducidos por carcinógenos químicos dependiendo del momento y duración del

tratamiento con respecto a la administración del carcinógeno (Jabara, 1967; Jabara y 001.,

1973).

En el modelo tumoral ovario-dependiente MXT que se desarrolló a partir de un tu­

mor de mama de ratón C57BL/DBA2 FI tratado con uretano con una hipófisís implantada

en la cápsula renal, se demostró que pequeñas cantidades de progesterona aumentaban la

proliferación de las células tumorales (Watson y col., 1979).
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E ERN R T EN

Secreción y metabolismo de la progesterona

La progesterona es secretada por el ovario, principalmente a partir del cuerpo lúteo

durante la segunda mitad del ciclo estral. Si el óvulo es fertilizado, durante la primera etapa

de la preñez el trofoblasto secreta la gonadotrofina coriónica que permite la continuidad

funcional del cuerpo lúteo. Posteriormente, la placenta comienza a secretar progesterona

en grandes cantidades. Las concentraciones crecientes son de fundamental importancia para

mantener la preñez. La progesterona también se sintetiza en testículo y corteza adrenal.

En general, la actividad de la progesterona es modulada por los estrógenos que pue­

den actuar tanto en forma sinérgica como antagónica. El antagonismo estradiol-progestero­

na es particularmente evidente a nivel de las mamas. Experimentalmente, cuando se admi­

nistran grandes dosis de estrógenos se observa una proliferación tubular, dilatación de los

conductos y fibrosis. En cambio cuando la progesterona es administrada junto con el estra­

diol se produce un desarrollo completo y normal de las mamas en hembras ovariectomiza­

das (Mauvuis-Jarvis, 1983). Se ha informado que pacientes con tumores de mama benignos

tienen un funcionamiento luteal inadecuado caracterizado por una relación progestero­

na/estradiol significativamente menor que la normal (Mauvais-Jarvís, 1983). Basándose en

estos informes, algunos grupos han propuesto una interpretación patofisiológica de la epide­

miología del cáncer de mama humano en términos de una insuficiencia en la etapa luteal

(Koreman, 1980;Mauvaís-Jarvís, 1983).Además, estudios epidemiológicos han relacionado

el uso de anticonceptivos progestagénicos administrados antes de un embarazo a término

con un mayor riego de desarrollar cáncer de mama (Pike y col., 1981; 1983) o de cuello de

útero (WHO, 1984).WW
El MPA es un progestágeno sintético derivado del pregnano (17-a-acetoxiprogestero­
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na). En general, los progestágenos se unen con alta afinidad a los receptores de progestero­

na y, con menor afinidad, a los receptores de andrógenos, estrógenos y glucocorticoides.

Los derivados del pregnano, en particular el MPA, tienen una alta actividad anties­

trogénica, muy parecida a la de la progesterona (Tseng y Gurpide, 1975). Sin embargo, exis­

ten estudios que indican que el MPA puede tener propiedades estrogénicas, como la estimu­

lación de la secreción de prolactina en mujeres tratadas con este progestágeno (El Etreby

y col., 1979). Por otra parte, el MPA también puede tener actividad androgénica al unirse

a los receptores de testosterona. En las glándulas salivales de ratones hembras y machos

castrados esto produce un aumento de la síntesis del factor de crecimiento epidérmico

(EGF) (Bullok y COL,1975).

MMM
El MPA es administrado en el tratamiento de la amenorrea secundaria, metrorragia

uterina disfuncional y endometriosis (Murad y Guilman, 1975). En algunos países se lo usa

como anticonceptivo y también para prevenir abortos espontáneos recurrentes; para el trata­

miento dela dismenorrea, tensión premenstrual, infertilidad luteal, pubertad precoz y diag­

nóstico de embarazo (Sun, 1984).El MPA también se emplea en el tratamiento de carcino­

mas de mama, endometrio, próstata, ovario y células renales (Campio y COL,1983). En pa­

cientes con cáncer de mama avanzado, el tratamiento con dosis altas de MPA ha sido muy

efectivo, obteniéndose respuestas positivas en un 30-50% de los casos (Cortés Funes y coI.,

1983; Ganzina, 1979; Schulz y col., 1985). Se observó además que la eficacia de la terapia

está en relación directa con la presencia de RE (Schulz y col., 1985).

Se han propuesto diversos mecanismos para explicar la actividad terapéutica del

MPA sobre el cáncer de mama avanzado. Fundamentalmente, su acción antitumoral se de­

bería a: 1) su interacción con otras hormonas circulantes y 2) un efecto inhibitorio celular
directo:
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1) Interacción con hormonas circulantes: estrógenos y andrógenos: En lostumores

de mama hormona-dependientes, los estrógenos estimularían el crecimiento tumoral y los

andrógenos adrenales pueden ser aromatizados y convertidos en estrógenos en el tejido adi­

poso. Por lo tanto la disminución de los niveles circulantes de ambas hormonas son impor­

tantes en la terapia antitumoral.

La acción antiestrogénica del MPA tiene lugar: a) bloqueando la secreción de gona­

dotrofinas, actuando a nivel de la hípófisis; b) bajando las concentraciones de estradiol in­

tracelular, por su capacidad de aumentar la actividad de la enzima Ez-deshidrogenasa; c)

reduciendo la transformación de andrógenos a estrógenos al inducir la S-a-reductasa hepáti­

ca que acelera el catabolismo de los andrógenos (Robustellí Della Cuna y Pretí, 1986).

La acción antiandrogénica la ejerce a través de la disminución de los niveles de tes­

totesterona circulante por: a) inhibición de la secreción de la hormona luteinizante (LH)

hipofisaria; b) aceleración del metabolismo de la testosterona a través de la inducción de

la S-a-reductasa hepática (Robustelli Della Cuna y Preti, 1986).

2) Efectos a nivel celular: El MPA se une con alta afinidad a los RP, bloquea la sínte­

sis de los RE y se une, con menor afinidad, a los receptores de andrógenos y corticosteroi­

des. Además se han propuesto efectos citotóxicos directos no mediados por mecanismos en­

dócrinos, que explicarían la actividad inhibitoria de dosis altas de MPA sobre tumores hor­

mone-independientes (Schulz y COL,1985).

In vitro se observó que el MPA inhibe en más de un 80% la unión del 17-B—estradiol

a su receptor y que regula negativamente los RP (Robustellí Della Cuna y Pretí, 1986).Para

superar esta regulación negativa, que llevaría a una resistencia al tratamiento, se propone

el uso de terapias secuenciales con estrona o tamoxifeno (Namer y 001., 1980).
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En diversos sistemas experimentales, el tratamiento con MPA produjo un aumento

en la incidencia tumoral. En perros "beagle" su administración indujo un aumento en el nú­

mero de hiperplasias lobulillares y las tres cuartas partes de los perros tratados con dosis

altas de MPA desarrollaron tumores con metástasis mientras que en los controles ningún

animal presentó tumores malignos (Concamzon y coI., 1980, Frank y coI., 1979). También

en monos rhesus se observó la aparición de carcinomas endometriales luego de la adminis­

tración de dosis altas de MPA (Sun, 1984). En los tumores mamarios de rata inducidos por

DMBA, un modelo clásico para el estudio de la dependencia hormonal del cáncer de mama,

el tratamiento con MPA dio lugar a resultados controvertidos. Danguy y col.(1980) demos­

traron que la administración de dosis altas de MPA inhibía el crecimiento tumoral mientras

que dosis bajas tenían el efecto opuesto. En cambio, Russo y col. (1989) han informado que

el MPA no sólo no protegía de la tumorigénesis química cuando se utilizaban dosis similares

a las usadas para la anticoncepción, sino que además, cuando la dosis se aumentaba 10 ve­

ces, la diferenciación de la glándula mamaria se inhibía con el consecuente aumento de la

incidencia tumoral. Por otra parte, el MPA también aumentó la incidencia tumoral en la

cepa SHN que es portadora del virus MMTV (Nagasawa y col., 1988).

En monos (Macaca fascicularís) se comprobó que la administración de una única do­

sis de 25 mg/ kilo o de 100 mg/ kilo a hembras preñadas tuvo efectos tóxicos específicos so­

bre los embriones. Tanto en los fetos de sexo femenino como masculino ambas dosis causa­

ron anormalidades en los genitales externos y en presencia de la dosis más alta se observó

hipoplasia y/o atrofia de las adrenales (Prahdala y col., 1985).
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MODELO EXPERIMENTAL

En nuestro laboratorio se demostró que el tratamiento con MPA inhibía la tumorigé­

nesis por cuerpo extraño en ratones de la cepa BALB/c (Lanari y COL,1986a). lnesperada­

mente, en el curso de esa investigación, se registró una alta incidencia de adenocarcinomas

de mama en las pocas hembras tratadas con MPA. Tomando como base esa observación,

se diseñó un experimento para comprobar si el MPA tenía capacidad carcinogénica en esta

cepa. Durante un año se inocularon 40 mg de MPA depot cada dos meses a hembras vírge­

nes y el resultado fue la aparición de tumores de mama con una incidencia actuarial del

76% y una latencia medía de 52i 2 semanas (lanari y coI., 1986b).

El análisis histológico reveló que se trataba de carcinomas ductales, en su mayoría

quísticos, infiltrativos y con distintos grados de diferenciación (Molinolo y col., 1987). En

algunos casos los animales presentaban metástasis ganglionares y pulmonares (Lanari y COL,

1986b).

Las lesiones preneoplásicas detectadas fueron, en su mayoría, displasias y carcino­

mas in situ de origen ductal (Molinolo y coI., 1987). Como se mencionó anteriormente, en

los ratones portadores o infectados con MMTV las lesiones preneoplásicas más frecuentes

son de origen lobulillar (Nandi y McGrath, 1973),mientras que en los animales tratados con

carcinógenios quimicos predominan las lesiones ductales (Medina, 1976; Medina y Werner,

1977).Por lo tanto, las alteraciones morfológicas que produjo el MPA en la glándula mama­

ria fueron más parecidas a las inducidas por los carcinógenos químicos que por el MM'I'V.

Los niveles de RP y/o RE en los tumores inducidos por MPA fueron superiores a

los detectados en tumores de mama espontáneos de hembras multíparas; en cambio, los ni­

veles de receptores para prolactina fueron similares. Los niveles de receptores para EGF

en tumores espontáneos fueron significativamente más altos que en los inducidos por MPA

(Molinolo y col., 1987).
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Algunos de los adenocarcinomas inducidos por MPA fueron transplantados en hem­

bras BALB/ C vírgenes sin tratamiento hormonal. Los tumores que crecieron a partir de es­

tos transplantes tuvieron un período de latencia de 4 a 12 meses y dieron origen a 6 líneas

tumorales que se mantuvieron por sucesivos pasajes en hembras tratadas y no tratadas con

MPA. Estas líneas se clasificaron en autónomas (MPA-I) y dependientes de MPA (MPA-D)

según la respuesta de los tumores transplantados al tratamiento hormonal. En las líneas

MPA-I los ratones, tratados o no con MPA, presentaban tumores de gran tamaño (>400

mmz) a los 2 meses del pasaje. En las líneas MPA-D los tumores de los animales sin MPA

alcanzaban tamaños muy pequeños (<150 mmz)aún 6 meses después de transplantados. A­

demás, entre los animales tratados y no tratados con MPA, existían diferencias significativas

tanto en la latencia de aparición como en el tamaño de los tumores (Lanari y COL,1989).
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OBJETIVOS

en los tumores inducidos por MPA. Estudios de crecimiento tumoral in vivo:

Estudiar la capacidad regulatoria del MPA sobre tumores MPA-D que han permane­

cido largo tiempo en animales sin tratamiento hormonal.

Estudiar la influencia de la ovariectomía en el crecimiento de tumores MPA-D y

MPA-I.

Determinar si el efecto estimulador de que ejerce el MPA sobre las líneas MPA-D

se debe a su actividad progestagénica.

Estudiar el efecto de los estrógenos sobre el crecimiento de tumores MPA-D y
MPA-I.

Determinar si el EGF proveniente de las glándulas salivales tiene capacidad

regulatoria sobre el crecimiento de estas líneas tumorales.

I ucc"neaeoaino .de s' o

Estudiar el efecto del tratamiento con MPA en una cepa con alta incidencia de tu­

mores de mama espontáneos (C3H).

Determinar si factores provenientes de los ovarios y/o las glándulas salivales modifi­

can la capacidad carcinogénica del MPA en hembras BALB/c.
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Determinar si la progesterona también tiene capacidad carcinogénica sobre las ma­

mas de hembras BALB/c vírgenes.

Caracterizar morfológicamente y estudiar la hormone-dependencia de los tumores
inducidos.
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ANIMALES
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En todos los experimentos in vivo mostrados en este trabajo se utilizaron ratones

BALB/ c nacidos en nuestro bioterio, a excepción de un experimento de inducción tumoral,

que se realizó en ratones de la cepa C3H. Todos los animales tenían más de 2 meses de

edad y fueron mantenidos con agua y comida ad líbítum, con 12 horas de luz y oscuridad.

;

WM
a) Suspensión microcristales de acetato de medroxiprogesterona de liberación lenta

(MPA depot) (Farlutale 500, Farmitalia). Se utilizó una dosis de 40 mg (0,2 ml.). En

los pasajes tumorales, la hormona se inoculó subcutáneamente el mismo día (salvo

en los casos que se indica especialmente) y en el flanco contrario al transplante. El

protocolo de los experimentos de inducción se indica más abajo.

b) Pellets de silastic (Dr. E. Montuori, Laboratorios Dr. Gador, Argentina) conteniendo

las siguientes hormonas:

1)

2)

3)

4)

40 mg de acetato de medroxiprogesterona (MPA) (Laboratorios Dr. Gador,

Argentina).

40 mg de progesterona (P) (Schering).

35, 5 ó 0,5 mg de benzoato de estradiol (BE) (Sigma).

5 ó 0,5 mg de 17-B-estradiol (EQ)(Laboratorios Gador, Argentina).

Los pellets se implantaban subcutáneamente, la semana previa al pasaje tumoral.

IWWW
En distintos experimentos se realizaron extirpaciones de ovarios, glándulas salivales

submaxilares o extirpaciones simuladas (sham), 5 a 7 días antes del transplante tumoral. En
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todos los casos los ratones fueron anestesiados con embutal por vía intraperitoneal.

IID .P’TREH E

: _ .1”!

[2,4,6,7-3H]Estradiol (F4) (85 Ci/mmol) y 17 [a-metil3H] R5020 (87 Cí/mmol) se

obtuvieron de New England Nuclear Corp., Boston MA. Los esteroides no marcados [dicti­

lestilbestrol (DES), cortisol, dihídrotestosterona (DI-IT), R5020], y Trís-base, ditiotreitol

(DTT), y EDTA dísódico se obtuvieron de Sigma Chemical Co., St Louis, MO.

Pl... ' ‘ nde los tumores

Todos los procedimientos se realizaron a 0-4°C. Las muestras congeladas fueron pe­

sadas y trituradas. Se les agregó Buffer A (20mM Trís-ClH pH 7,4; conteniendo 1,5mM de

EDTA, 0,25mM DTT, 20 mM de molibdato de sodio y 10% v/v glicerol) en una proporción

de 1a 4 (peso/ volumen). Las homogenizaciones se realizaron en un Polytron Pt10 (Brikman

Instruments Inc. NY) con 3 pulsos de 15 segundos, con un minuto de intervalo de refrigera­

ción en hielo. El homogenato fue centrifugado a 800 x g durante 15 minutos para remover

las partículas grandes y el sobrenadante fue nuevamente centrifugado a 105.000x g durante

60 minutos en una ultracentrífuga (Beckman L2-658). La fracción soluble del sobrenadante

(citosol) fue usada inmediatamente en los ensayos de receptores para esteroides.

Este método está basado en el original descripto por Korenman y Dukes (1970), mo­

dífícado por Calandra y col. (1980). Alícuotas de 100,ulde citosol fueron incubadas, por du­

plicado, con una serie de concentraciones de (’H)E2 (0.2-30nM) o (’H)R5020 (0.2-30nM),
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con o sin un exceso de 100 veces en molaridad de DES o R5020. La unión inespecífica del

E, y el R5020 a la SHBG o a la proteína ligadora de cortisol fue eliminada mediante el a­

gregado de un exceso de 200 veces en molaridad de DHT y cortisol respectivamente. Para

analizar los datos se usaron gráficos de Scatchard (Scatchard, 1949). En otros casos, los en­

sayos fueron realizados con una concentración única de saturación. Tanto para estrógenos

como para R5020 los resultados se expresaron en fmoles/ mg de proteína.

Para los estudios histológicos las muestras se fijaron en metano] para ser luego pro­

cesadas en alcoholes de gradación decreciente y xileno, y finalmente incluidas en parafina.

Los tacos de inclusión se cortaron con micrótomo en láminas de 5,um , y se tiñeron con he­

matoxilina-eosina.

En los experimentos de inducción se utilizó la técnica del montaje total para obser­

var el efecto de los tratamientos hormonales sobre las glándulas mamarias completas. Los

pasos principales de esta técnica que permite colorear díferencialmente las estructuras ma­

marias son:

1) disección de las glándulas mamarias de la piel y músculo adyacentes;

2) fijación en formalina buffereada neutra;

3) hidratación en alcoholes de gradación decreciente;

4) tinción con azul de toluidina en buffer de Mc Ilvaine;

5) deshidratación en alcoholes de gradación creciente;

6) aclaración en xilol;

7) montaje con bálsamo.

Luego de la observación al microscopio, se eligieron ciertas áreas que se incluyeron

en parafina y colorearon con hematoxilina-eosina según técnicas de rutina. Las muestras se
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fotografiaron en un fotomicroscopio.

ANÁLISIS ESTADÍSTICO;

Los resultados se expresaron como la media 1 error standard. Para comparar las la­

tencias de aparición y tamaños tumorales se utilizó el test de "t"de Student. Las diferencias

se consideraron estadísticamente significativas con un p < 0,05.

En los experimentos de inducción, la distribución del tiempo libre de progresión o

la incidencia actuarial se analizó mediante el producto del límite de Kaplan y Meier (1958).

La diferencia entre los tratamientos se evaluó mediante el log-rank test (Colton, 1974;Peto

y 001., 1978), cuando en cada grupo experimental sobrevivía por lo menos un 10% de los

animales.

La asociación entre los distintos tratamientos y las características morfológicas y la

hormonodependencia de los tumores se analizó mediante el test de Chiz'

Los adenocarcinomas de mama inducidos por MPA en hembras vírgenes BALB/c

fueron transplantados en ratones singeneicos.Tal como se indica en el MODELO EXPE­

RIMENTAL, a partir de 5 tumores primarios se establecieron 6 líneas tumorales (Lanari

y 001.,1989b). Los experimentos de regulación del crecimiento tumoral se realizaron en es­

tas líneas tumorales. Como controles se utilizaron tumores de mama obtenidos de hembras

multíparas BALB/c de nuestro bioterio.
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Los pasajes tumorales se realizaron a través de transplantes subcutáneos en la zona

inguinal derecha del animal, mediante un trócar (trozos de 1 a 2 mm’), salvo en los casos

en que se indica especialmente una suspensión celular determinada. Los tumores se midie­

ron mediante un calibre Vernier cada 3 días (ancho y largo). En las curvas de crecimiento

tumoral se consideró día 0 al día del transplante tumoral y latencia de aparición tumoral

al tiempo transcurrido entre el transplante y la aparición de tumores palpables. Salvo en los

experimentos que requerían de autopsias más tempranas, los animales fueron sacrificados

cuando el tamaño de los tumores superaba los 400 mm2o después de 7 a 8 meses del trans­

plante tumoral.

Los tumores de los animales autopsiados se mantuvieron a -70°Cpara evaluar el con­

tenido de receptores hormonales por el método bioquímico, como se detalló más arriba.

En los experimentos de progresión tumoral se utilizó principalmente la línea tumoral

C7-HD porque, aunque el MPA estimula significativamente su crecimiento, los tumores

también crecen lentamente en los ratones no tratados. Esta relativa autonomía permitió e­

valuar la participación de otros factores reguladores en el crecimiento de tumores MPA-D
en ausencia de MPA.

s ' í 7­

En los experimentos 1 al 6 los animales fueron inoculados con 105células tumorales.

l. Efecto del agregado de MPA 55 días después que el inóculo tumoral.

Veinticuatro ratones hembras fueron divididos en tres grupos de 8 animales

cada uno: el grupo 1 recibió 40mg de MPA depot el mismo día del pasaje tumoral;

el grupo 2 tuvo el mismo tratamiento hormonal 55 días más tarde y el 3 no fue tra­
tado con hormonas.
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Comparación del efecto de las distintas formas de administración del MPA.

Se dividieron 20 animales en 3 grupos: el grupo 1, de 8 ratones, fue inoculado

con MPA depot; al grupo 2 (8 animales) se le implantó un pellet de MPA, el 3 fue

el control no tratado.

Influencia de la remoción del pellet de MPA.

Este experimento se llevó a cabo en 12 animales de los cuales 8 fueron im­

plantados con un pellet de MPA, mientras que 4 permanecieron como control, sin

tratamiento hormonal. A 4 de los tratados se les retiró el pellet 40 días después del

inóculo tumoral.

Influencia de la ovariectomía.

El experimento se realizó con 23 animales, 16 fueron implantados con pellets

de MPA, 8 de ellos también estaban ovariectomizados; los 7 restantes no fueron ino­

culados con MPA, 3 de ellos estaban ovariectomizados.

Efecto de distintas hormonas en hembras ovariectomizadas.

De 27 hembras ovariectomizadas, 24 fueron sometidas a tratamiento hormo­

nal mediante la implantación de pellets: 8 animales recibieron MPA, otros 8 proges­

terona (P); y 8 con benzoato de estradiol (BE). Las 3 hembras restantes correspon­

den a los controles no tratados. También se implantaron S x 105células tumorales a
8 machos sin tratamiento hormonal.

Efecto de la remoción de los pellets de MPA o progesterona a hembras ova­
riectomizadas.

A 8 de las 16 hembras ovariectomizadas a las que se les había implantado un
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pellet de MPA o P se les retiró el mismo a los 40 días después del inóculo tumoral.

Estudios de la respuesta al MPA de tumores surgidos en hembras ovariectomi­

zadas provenientes del experimento anterior

a. Se eligieron al azar cuatro de los tumores que habían retomado crecimiento

en las hembras ovariectomizadas después de la remoción del progestágeno.

Cada uno de estos tumores fueron transplantados en 8 ratones: 4 con MPA

y 4 controles.

b. El experimento 6) fue repetido usando un pasaje posterior de la línea en

hembras ovariectomizadas, 4 de ellas tratadas con progesterona. Cuando los

tumores retomaron su crecimiento después de la remoción del pellet, los ani­

males fueron autopsiados: una parte de los tumores se usó para evaluar el

contenido de RE y RP, y el resto fue transplantado. Cada tumor se pasó a 6

hembras (3 con MPA) y se controló la latencia de aparición de estos tumores.

Efecto de la sialoadenectomía.

Para evaluar el efecto de la sialoadenectomía en esta línea se utilizaron 35

animales divididos en 5 grupos: 1) sialoadenectomizados con MPA, 2) sialoadenecto­

mízados sin MPA, 3) sham con MPA, 4) sham sin MPA.

Efecto de los estrógenos.

a. ., d ' e 35 e

Treinta y seis ratones fueron ovariectomizados y, salvo el Grupo 3 que

corresponde al control, a todos se les implantó un pellet de 40 mg de proges­

terona 6 días antes de transplantar el tumor (día -6). Se implantaron además

pellets de 35 mg de BE a distintos intervalos. Los gmpos experimentales fue­
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ron sometidos a los siguientes tratamientos hormonales: 1) con P hasta el fi­

nal del experimento; 2) con P hasta el día 34; 3) sin tratamiento hormonaL;

4) BE desde el día 34; 5) implante de BE y remoción de P el dia 34; 6) BE

desde el día -6; 7) BE desde el día -6 hasta el 77.

Efecto del implante de 5 y 0,5 mg de BE;

Seis días antes del transplante tumoral se ovariectomizaron 70 anima­

les. Ese mismo día, 35 fueron implantados con P y otros 35 con MPA y, algu­

nos de ellos, también con 0,5; 5 ó 35 mg de BE. Salvo los controles que per­

manecieron únicamente con los pellets de MPA o P, el resto recibió las mís­

mas dosis de BE pero 46 días después del transplante del tumor (n=4-6 por

grupo).

flggmoresresistentes a los estrógenos

Cinco tumores resistentes a algunos de los tratamientos estrogénicos

mencionados en los puntos a. y b. se transplantaron para evaluar su respuesta

a los tratamientos hormonales. Tres de estos tumores fueron pasados a 8 ani­

males, 4 de ellos inoculados con 40 mg de MPA depot. Los otros dos fueron

transplantados a 12 animales, 8 de los cuales se trataron previamente con:

MPA (4) ó MPA y 35 mg de BE (4). Para denominar a los tumores resisten­

tes a estrógenos, se usó el nombre de la línea parental más la letra R más un

número correlativo (por ejemplo C7-HD-Rl).

Efecto del agregado tardío de MPA.

Seis ratones recibieron el mismo día un transplante de esta línea tumoral y
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un inóculo de MPA depot, tres de estos animales recibieron un segundo inóculo 81

días más tarde. En este experimento como en el que sigue se graficó el crecimiento

tumoral como porcentaje del tamaño máximo alcanzado después del primer inóculo

hormonal.

Efecto del agregado tardío de MPA en animales ovariectomizados.

El tumor fue implantado en 3 hembras ovariectomizadas que contralateral­

mente recibieron 40 mg de MPA, 108 días más tarde los animales recibieron un se­

gundo inóculo de la hormona. El tamaño tumoral fue evaluado de la misma forma

que en el experimento anterior.

Efecto de la sialoadenectomía.

Once machos fueron sialoadenectomízados, 6 de ellos además fueron inocula­

dos con 40 mg de MPA. Doce machos fueron sometidos a operaciones simuladas

(sham), la mitad de los cuales también fueron inoculados con MPA. Todos los ani­

males recibieron transplantes de tumores C4-HD por trócar.

Efecto de la administración de Ez.

Seis días antes del transplante tumoral, 16 hembras fueron implantadas con

pellets de 40 mg de MPA y se las dividió en cuatro grupos: 1) con 0,5 mg de El2des­

de el día -6 (n=4); 2) con 5 mg de EQdesde el día -6 (n=4); 3) con 0,5 mg de E"a

desde el día 17 (n=4); 4) con 5 rng de Eadesde el día 17 (n=4).

Tres tumores que tuvieron la capacidad de retornar crecimiento luego del tratamien­

to con 0,5 mg de E2fueron pasados. En el primer caso los 12 animales fueron dividi­

dos en tres grupos de 4 animales cada uno: 1) pretratado con MPA, 2) pretratado

con MPA y 0,5 mg de E2 y 3) con 0,5 mg de Ea al día 71; el segundo tumor resisten­

te se pasó a dos grupos de 3 animales cada uno: 1) pretratado con MPA y con 0,5
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mg de EZdesde el día 49, y 2) pretratado con MPA+0,5 mg de F4; en el tercer caso

el tumor se pasó a dos grupos de 3 ratones, uno pretratado con 0,5 mg de Fa y el o­

tro pretratado con MPA+0,5 mg de El.

er' e os eaiao. 'ea S­

Efecto de la administración tardía del MPA.

Ocho ratones recibieron un implante tumoral y 105 días más tarde la mitad

fueron inoculados con 40 mg de MPA depot.

Crecimiento tumoral en machos.

Once machos, 6 de los cuales habían sido preinoculados con MPA y 10 hem­

bras, 5 de ellas con MPA, fueron transplantados con tumor DS-HD.

Efecto de la sialoadenectomía en hembras.

Veinte hembras fueron separadas en cuatro grupos antes de recibir el implan­

te tumoral: 1) inoculadas con MPA (n =6); 2) sialoadenctomizadas 6 días antes e ino­

culadas con MPA (n=4); 3) sialoadenectomizadas sin MPA (n=4); 4) controles sin

MPA (n = 6).

Efecto de la sialoadenectomía en machos.

Veintiséís machos fueron separados en cuatro grupos antes del transplante

tumoral y recibieron los siguientes tratamientos: 1) sialoadenectomizados con MPA

depot (n=6); 2) sialoadenectomizados sin MPA (n=5), 3) sham con MPA (n=6); 4)

sham sin MPA (n=5).
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5. Efecto de la administración de BE.

Diez hembras fueron inoculadas con 40 mg de MPA depot el mismo día del

transplante tumoral; 20 días más tarde 4 de ellas fueron implantadas con un pellet

de 35 mg de BE.

E rime tos realíz os la ' ea 5A

Efecto de la ovariectomía.

Veintitrés animales implantados con este tumor fueron divididos en 4 grupos: 1) con

pellet de MPA ; 2) con pellet de MPA y ovariectomizados; 3) sin ningún tratamiento; 4)

ovariectomizados sin MPA.

Experimentos realizados en la línea CfZ-fll

l. Efecto de la progesterona y crecimiento tumoral en machos.

Fueron inoculados con 3x10° células tumorales: 1) 5 hembras con pellets de

MPA; 2) 6 hembras con P; 3) 6 hembras sin tratamiento hormonal; 4) 5 machos sin

tratamiento hormonal.

2. Efecto de la sialoadenectomía.

Los animales se dividieron en 4 grupos: 2 de hembras con pellets de MPA,

uno sialoadenectomizado y otro control, y 2 de machos sin MPA, uno sialoadenecto­

mizado y otro control (n=6-8); tanto las sialoadenectomías como las operaciones

sham de los controles se realizaron entre 14 y 8 días antes del transplante tumoral.
Todos los ratones fueron inoculados con 3x106células tumorales.
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3. Efecto del BE.

Se transplantó tumor C7-I-IIa 35 hembras. Cincuenta días más tarde, cuando

los tumores superaban los 400 mm2y el 100% de los animales tenían metástasis pul­

monares macroscópicas (Bonfil y col., 1989), 3 grupos fueron implantados con 35, 5

ó 0.5 rng de BE; 2 grupos con 2 pellets: uno de MPA y otro de BE (5 ó 0,5 rng de

BE) y un grupo permaneció sin control hormonal (n=5-6 por grupo).

Ex eri e tos rea ° ados en la lín a DS-HI

Efecto de la ovariectomía.

Se dividieron 20 hembras en cuatro grupos, todos implantados con tumores DS-HI:

1) con MPA depot; 2) sin MPA; 3) ovariectomizados con MPA depot; 4) ovariectomizados

sin MPA.

Efecto de la sialoadenectomía.

Diecíséis hembras, 8 sialoadenectomizadas y 8 controles, y 16 machos, 8 sialoadenec­

tomizados y 8 controles fueron inoculados con 1,2x105células tumorales. Las sialoadenecto­

mías y las operaciones simuladas en los controles se realizaron 8 días antes del transplante
tumoral. WDS.

DE D OC CI M E 1 IE

Efecto del MPA sobre hembras de la cepa C3H
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Treinta y seis ratones hembras de dos meses de edad de la cepa C3H fueron obteni­

dos de la Comisión Nacional de Energía Atómica y mantenidos en las mismas condiciones

que los ratones de nuestro bioterio. Los animales fueron inoculados cada dos meses con

40mg de MPA depot subcutáneo durante l año. Los animales fueron controlados semanal­

mente para detectar la aparición de tumores. Como control se utilizaron 34 hembras vírge­

nes de la misma cepa inoculadas con excipiente. La dependencia hormonal y la presencia

de receptores hormonales fue evaluada en los tumores que fueron transplantados en hem­

bras singeneicas.

Efecto de la sialoadenectomía y de la ovariectomía sobre la capacidad tumorigénica

del MPA depot.

Tres grupos de 48 hembras BALB/c vírgenes de 2 meses de edad fueron inoculadas

cada 2 meses con 40 mg de MPA depot durante un año. El primero de estos tres grupos ha­

bía sido previamente sialoadenectomizado, el segundo ovariectomizado, mientras que el ter­

cero, sin tratamiento quirúrgico, permaneció como control.Como en el caso anterior, los ani­

males fueron controlados semanalmente. Los animales portadores de tumores eran autopsia­

dos y, siempre que fue posible, las muestras obtenidas de los tumores se destinaron a estu­

dios histológicos y a la medición de receptores de estrógenos y progesterona. Las glándulas

mamarias de estos animales fueron estudiadas por la técnica del montaje total. Además,

los tumores se pasaron a animales singeneicos, inoculados y no inoculados con MPA para

determinar su hormono-dependencia. En estos pasajes también se midió el contenido de re­

ceptores para las mismas hormonas.

Efecto de la progesterona sobre hembras BALB/c

Cuarenta y ocho hembras vírgenes BALB/c de dos meses de edad fueron implanta­

das con pellets de 40 mg de P al comienzo del experimento y seis meses más tarde se les

agregó otro de 20 mg. Lo mismo se hizo con otras 48 hembras usando pellets conteniendo

MPA en lugar de P. El procedimiento seguido durante el tratamiento de los animales y con

los tumores surgidos en estos animales fue el mismo que en el experimento anterior.
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PASAJES SINGENEICOS DE LOS ADENOCARCINOMAS DE MAMA

INDUCIDOS BOE MPA EN HEMBRAS BALBZC.ESTUDIOS SOBRE LA

REGULACION DEL CRECIMIENTO TUMORAL.

Como se indica en MODELO EXPERIMENTAL, los transplantes singeneicos de

los adenocarcinomas de mama inducidos por MPA dieron origen a líneas tumorales que se

clasificaron, según su patrón de crecimiento, en dos categorías: MPA-dependientes (MPA­

D) y autónomas (MPA-I).

En los experimentos descriptos más abajo se utilizaron fundamentalmente 4 líneas

MPA-D: C7-HD, C4-l-ID, DS-HD y SA; y 2 MPA-I: C7-HI y DS-HI. La Figura 1 muestra

las curvas de crecimiento de pasajes tempranos (pasajes 2 a 4) de estas líneas y las Tablas

1 y 2 sus latencias de aparición y la velocidad de crecimiento en ratones tratados o no con

MPA.

Tanto los tumores MPA-dependientes como los autónomos expresaban receptores

para estrógenos (RE) y progesterona (RP) (Tabla 3). Los gráficos de Scatchard realizados

en la línea C7-HD con y sin MPA (Fig. 2) muestran que el tratamiento con MPA reducía

significativamente el nivel de RP pero no modificó su constante de afinidad.

Para evaluar si el MPA podía regular el crecimiento de tumores de mama espontá­

neos, se utilizaron 3 adenocarcinomas de mama de hembras multíparas BALB/ c de nuestro

bioterio que fueron transplantados en hembras vírgenes tratadas o no con MPA. Estos tu­

mores mostraron un comportamiento autónomo, aunque también aquí el MPA estimuló dé­

bilmente el crecimiento tumoral (Figura 3 y Tabla 4).

EF ECTO DE LOS SUCESIVOS PASAJES EN LAS LÍNEAS MPA-D
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Figura 1
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Crecimiento de 6 líneas tumorales in vivoderivadas de tumores inducidos por MPA, trans­

plantadas en ratones tratados (I) y sin tratar (El) con MPA. En a), b), c) y d) se muestran

las líneas en las que el tratamiento con MPA produce diferencias de tamaño estadística­

mente significativas (p<0,()5); e) y f) corresponden a líneas tumorales autónomas.



Tabla 1

Latencia de aparición tumoral
(días)

Tumores con MPA sin MPA p

C7-HD 19,0 i 1,7 57,3 i 2,7 s 0,01

C4-HD 19,6 :t 2,3 71,0 i 14,0 s 0,01

DS-HD 11,1 i 1,0 54,8 i- 5,6 s 0,01

5A 12,0 i 1,7 46,0 i 7,9 s 0,01

C7-HI 12,6 i 2,4 15,8 i 2,3 n. s.

DS-HI 9,3 i 1,4 13,3 i 3,6 n. s

n.s.= no significativo
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Tabla 2

Velocidad de crecimiento

Tumores MPA-D y MPA-I
Fase lineal de la curva de crecimiento

ar

. velocidad cociente de veloc.Tumores tratamiento r
mn}/días :on MPA/sin MPA

con MPA 11,70 2 0,53 0,99
C7-HD (MPA-D) 3,18

sin MPA 3,67 1- 0,41 0,98

con MPA 3,97 i 0,25 0,98
C4-HD (MPA-D) 626

sin MPA 0,63 i 0,06 0,96

con MPA 11,64 :1:0,60 0,99
DS-HD (MPA-D) 19’00

sin MPA 0,61 i- 0,05 0,97

con MPA 8,82 i 1,05 0,98
5A (MPA-D) 27,45

sin MPA 0,32 :t 0,06 0,89

con MPA 11,48 1' 0,73 0,99
C7-HI (MPA-I) 1,01

sin MPA 11,27 z 0,74 0,97

con MPA 13,94 i 0,62 0.99
DS-HI (MPA-I) 1,42

sin MPA 9,78 i 0,45 0.99

‘pendieme de la regresion lineal
r: coeficiente de correlacion



Tabla 3
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RE y RP en tumores MPA-D, MPA-I y espontáneos

Tumor tratamiento REa RPa

C7-HD °°n MPA (n=6) 60 - 123 24 - 106

sin MPA (n=6) 35 - 109 222 - 640

C4_HD con MPA (n=4) 31 _173 72 - 465

-————»—___w sin MPA (n=4) 78 - 234 64 ¡fi _ i _

D5_HD con MPA (n=2) 29 - 65 77 - 87

— — -4... , .s .SJIJMBA...¡(n_ï_4)_._.__lLÏQ 89 - 797

5A con MPA (F3) 45:63 83-179 _

CIHI conMPA (n=2) 31-36 0 -6

sin MPA (n=6) 0 - 75 0 - 383

D5_HI con MPA (n=3) 25 - 47 90 - 119

sus/¿RA (n=3) 16 _31 108 - 198

tumores espontáneo:r sin MPA (n=5) o _40 o _13

RE: receptores de estrogenos
RP: receptores de progesterona
"'tumores de hembras multíparas del bioterío
a: fentomoles/mg prOt (rango)
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Figura 2
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Gráficos de Scatchard para los receptores citosólicos de progesterona de la línea C7-HD

en animales tratados (A) o no (El) con MPA.
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Figura 3
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Crecimiento tumoral de transplantes de 3 adenocarcinomas de mama espontáneos en rato­

nes BALB/c tratados (El) o no (I) con MPA.
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Tabla 4

Pasajes de tumores de mama espontáneos
en la fase lineal de la curva de crecimiento

Adenocarcinomas

de mama VelOCÍdad r cociente de veloc.
, (maiz/días) con MPA/sin MPA

espontaneos

con MPA 22,16 1' 1,19 0,99

1 1,24
sin MPA 17,88 1' 1,41 0,98

con MPA 15,06 i 1,78 0,94

2 1,09
sin MPA 13,76 i 1,27 0,98

con MPA 10,74 i 1,22 0,96

sin MPA 10,31 i 3,07 0,83

' pendiente de la regresión lineal
r: coeficiente de correlación

p: T de Student velocidad de crecimiento con MPA vs sin MPA
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A través de los sucesivos pasajes las líneas MPA-D crecían cada vez más rápido

tanto en presencia como en ausencia de MPA aunque conservahan la capacidad de respon­

der a la estimulación hormonal. Estos cambios fueron más o menos abruptos dependiendo

de la línea. En la C7-HD esta progresión fue relativamente rápida, en la Figura 4 se mues­

tra cómo se modificaron las curvas de crecimiento a través de los pasajes 2, 4 y 5.

EFECTO DEL AGREGADO TARDÍO DEL MPA EN LÍNEAS MPA-D

El objetivo de los experimentos descritos en esta sección fue comprobar si las células

de las líneas tumorales MPA-D transplantadas en ratones sin tratamiento hormonal conser­

vahan, a largo plazo, la sensibilidad al MPA.

En el primer experimento de esta serie se utilizó la línea C7-HD y la Figura 5 mues­

tra el efecto que tuvo la inoculación de 40 mg de MPA depot 55 días después del pasaje

tumoral en animales sin tratamiento hormonal previo. Tratándose de una línea MPA-D, en

los animales sin tratamiento hormonal los tumores aparecieron más tarde (p < 0,001) y el

tamaño de los tumores fue menor (p < 0,05 hasta el día 96) que en los animales inoculados

con MPA desde el principio. Los tumores respondieron al tratamiento con MPA aún cuando

la hormona fue administrada 55 días después del pasaje. En la Figura 5 se observa que la

velocidad de crecimiento tumoral en este grupo empezó a aumentar a los 5 días de inocula­

da la hormona, alcanzando una diferencia de tamaño significativa respecto de los controles

(p < 0,01) a los 20 días. Como resultado de la aceleración del crecimiento tumoral, el

tamaño de los transplantes del grupo inoculado el día 55 fue acercándose a los del grupo

con MPA desde un principio, hasta que al día 104 las diferencias de tamaño tumoral entre

ambos grupos dejaron de ser significativas (p < 0,05). El agregado de MPA modificó

significativamente la velocidad de crecimiento del tumor (p < 0,0001): la pendiente de la

regresión lineal de la curva de crecimiento fue de 3,50 i 0,23 antes de la inoculación con

MPA, y de 7,20 1- 0,28 después de la misma. Esta modificación de la velocidad de creci­

miento tumoral también se observa al comparar con los controles: antes del inóculo de la

S9
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Figura 4
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Crecimiento de tumores de la línea C7-HD en el pasaje 2 (El-I), 4 (O-O) y 5 (A-A),en

animales tratados (I-O-A) o no (EI-Om) con MPA.
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Figura 5
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Crecimiento tumoral en animales con MPA inoculado antes del pasaje (I), ó 55 días más

tar de (El), o sin tratamiento hormonal (A).A partir del día 75 las diferencias de tamaño en­

tre el grupo tratado desde el día 55 y los controles son estadísticamente significativas (p <

0,001). A partir del día 104 las diferencias de tamaño entre los dos grupos con MPA dejan

de ser estadísticamente significativas (p < 0,05).
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hormona no había diferencias significativas (velocidad de crecimiento de los controles hasta

el día 55: 3,83 t 0,44); después del agregado del MPA las diferencias de velocidad se hacen

extremadamente significativas (7,20 :L'0,28 vs 2,80 i 0,43; p < 0,0001 ).

El siguiente experimento se llevó a cabo en la línea DS-I-ID. Ciento cuarenta días

después del pasaje los tumores de los animales sin tratamiento hormonal eran apenas palpa­

bles. Para averiguar si las células tumorales eran aún susceptibles a la estimulación por

MPA, la mitad de los ratones recibieron en ese momento 40 mg de MPA depot. Este trata­

miento estimuló el crecimiento de los tumores: 12 días más tarde el tamaño tumoral en los

animales con MPA era significativamente mayor que en los controles (p < 0,01) (Fig. 6).

En otras cuatro líneas MPA-D, los ratones sin MPA no mostraban tumores palpa­

bles 255 días después del pasaje. En ese momento se les inoculó la hormona a la mitad de

los animales y solamente en estos ratones se observó la aparición y crecimiento de tumores

(Fig. 7). Estos resultados muestran que en animales sin tratamiento hormonal los tumores

MPA-D pueden permanecer largo tiempo en estado de quiescencia sin perder su capacidad

respondedora.

En la línea C4-HD se observó que en ratones tratados con MPA el crecimiento de

los tumores se detuvo alrededor de 70 días después del pasaje (Fig. lb y Fig. 8). Si al día

81 los animales eran reinoculados con MPA, los tumores volvían a crecer (Fig. 8), sugirien­

do que el estancamiento del crecimiento se debía a la depleción de la hormona circulante.

Esto demostró que las células no sólo seguían siendo sensibles al MPA sino que además,

transcurridos más de 2 meses del transplante, la hormona les era indispensable para seguir

proliferando. En este experimento el tamaño de los tumores fue desparejo por lo que se

prefirió representarlo como el porcentaje del tamaño máximo alcanzado por cada tumor an­

tes del segundo inóculo de MPA.

EFECTO DE MPA DEPOT VS PELLET
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Figura 6
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Crecimiento de tumores DS-HD en ratones con MPA desde el día 140 (I), o sin trata­

miento hormonal (El). El tamaño tumoral de los tratados con MPA es significativamente

mayor a partir del día 152 (p<0,01).
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Figura 7
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Figura 8
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Efecto de un segundo ínóculo de MPA depot, 81 días después del pasaje tumoral, en la
línea C4-HD.
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El estudio de la respuesta de los tumores MPA-D a la interrupción del tratamiento

hormonal se realizó usando pellets con MPA para facilitar su extracción. Antes de efectuar

estos experimentos fue necesario comparar si ambas vías de administración, pellet y depot,

eran equivalentes en la estimulación de un tumor MPA-D como el C7-I-ID. En la Figura

9 se observa que no hubo diferencias significativas en el crecimiento tumoral de los dos

grupos tratados con MPA.

INFLUENCIA DE LA REMOCIÓN DEL PELLET DE MPA

Este experimento se llevó a cabo en animales inoculados con células C7-HD a los

cuales se les habían implantado pellets de MPA. Al día 40 la mitad de los pellets fueron

retirados. Se observó entonces una reducción temporal en el tamaño de los tumores, aunque

las diferencias de tamaño respecto de los animales portadores de pellets no resultaron esta­

dísticamente significativas (Fig. 10).

INFLUENCIA DE LA OVARIECTOMÍA

Para estudiar efecto de la administración de distintas hormonas esteroideas era nece­

sario trabajar con hembras previamente ovariectomizadas para disminuir el aporte de hor­

monas sexuales endógenas. Los experimentos previos se realizaron en hembras intactas ya

que las dosis de MPA administradas eran suficientes como para inhibir las hormonas ovári­

cas a través del eje hipotalámico-hipofisario. Sorprendentemente, en hembras tratadas con

MPA portadoras de transplantes C7-HD, los tumores aparecieron significativamente más

tarde (p < 0,001) y el tamaño fue significativamente menor, hasta el día 63, en las hembras

ovariectomizadas que en los controles sham (p < 0,01). De todos modos, en las hembras

ovariectomizadas con MPA la latencia de aparición fue menor (p < 0,001) y el tamaño de

los tumores mayor (p < 0,005) que en el grupo de hembras intactas sin tratamiento hormo­

nal (Fig. 11). En la misma figura se observa que en los animales ovariectomizados sin MPA
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Efecto de 40 mg de MPA administrado en forma de depósito subcutáneo de mocrocristales

(depot) (O) o en un pellet de silastic (I) sobre el crecimiento de tumores C7-HD, el tercer

grupo corresponde a los controles (A).
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los tumores aparecieron mucho más tarde que en las hembras no operadas. En otro ex­

perimento que se realizó en hembras ovariectomízadas inoculadas con una menor cantidad

de células tumorales (2,5 x 10“) (n = 4) 240 días después del transplante los tumores aún

no habían aparecido. Para comprobar si todavía los animales eran portadores de células tu­

morales vivas, se los inoculó con 40 mg de MPA depot. Un mes más tarde los tumores co­

menzaron a crecer en los cuatro ratones tratados. Posteriormente se observó que la ovariec­
tomía también retardaba el crecimiento de los tumores de otras líneas MPA-D como la 5A

(Fig. 12).

En los experimentos con la línea C7-HD se observó que la ovariectomía afectaba el

crecimiento tumoral sólo bajo ciertas condiciones, no se encontraron diferencias en el creci­

miento tumoral entre los animales ovariectomizados y no ovariectomizados si: a) los tumo­

res eran ímplantados con trócar o b) se trataba de pasajes tumorales más avanzados y por

lo tanto más agresivos.

En la linea C4-HD tuvimos dificultades para estudiar el efecto de ovariectomía ya

que los transplantes de esta línea no crecian si el pasaje tumoral se hacía a través de una

suspensión celular y al implantar trocitos de tumor con trócar sucedía lo mismo que con los

tumores C7-HD, aparentemente la cantidad de células era demasiado grande como para que

la modulación ejercida por los ovarios pudiera ser observada. Sin embargo, la Figura 13

muestra que en animales ovariectomizados tratados con MPA, la depleción de la hormona

circulante no sólo provocó el detenimiento del crecimiento (como en los ratones no

operados) sino que, además, después del día 80 los tumores sufrían una profunda regresión.

Tal como ocurrió con las hembras no ovariectomizadas, la reínoculación de la hormona, al

día 108, hizo que los tumores retomaran el crecimiento.

El efecto estimulador de los ovarios sobre los tumores MPA-D hizo que nos pregun­

tásemos si la capacidad que tenían la líneas tumorales autónomas de crecer en ausencia del

MPA no se debería a una mayor sensibilidad a hormonas producidas por los ovarios. Si esto

fuera verdad, estos tumores serían capaces de crecer sin un aporte hormonal exógeno, a ex­
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(A),ovariectomizados sin MPA (A) y sham sin MPA (I).
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pensas de hormonas ováricas y, por lo tanto, el crecimiento tumoral de células MPA-I en

animales ovariectomizados debería verse inhibido. Sin embargo, nuestros experimentos de­

mostraron que los tumores MPA-I eran capaces de crecer activamente en animales ovariec­

tomizados (comprobado en 4 líneas MPA-I) y tampoco en estas condiciones el MPA mo­

difica significativamente la velocidad de crecimiento. La Figura 14 muestra el crecimiento

de tumores de la línea DS-HI en hembras ovariectomizadas con y sin MPA.

EFECTO DE LA PROGESTERONA, ANDRÓGENOS Y ESTRÓGENOS

En distintos modelos se observó que además de su actividad progestagénica, el MPA

podía ejercer actividades estrogénícas (El Etreby y (301.,1979) y androgénicas (Bullock y col.,

1975). Para determinar cuál de estas actividades era la responsable de la estimulación del

crecimiento tumoral se siguió el crecimiento de tumores C7-HD en hembras ovariectomiza­

das a las que se había implantado pellets conteniendo 40 mg de progesterona (P) ó 35 de

benzoato de estradiol (BE) y en machos intactos.

No hubo diferencias significativas en el crecimiento de los tumores en animales trata­

dos con MPA y con P. En cambio, los ratones implantados con BE no presentaron tumores

palpables durante los 6 meses que duró el experimento (Fig. 15). En los machos los tumores

se desarrollaron mucho más tarde que en las hembras enteras (Tabla 5), lo cual sugiere que

la estimulación androgénica, y por lo tanto la actividad androgénica del MPA, no jugarían

un rol fundamental en la estimulación de la proliferación de esta línea tumoral. También

en la línea C4-HD se observó que en las hembras con progesterona el desarrollo de los tu­
mores fue similar al de las hembras las tratadas con MPA.

En los tumores de la línea autónoma C7-HI, se observó que la progesterona estimula

el crecimiento tumoral, aunque en menor medida que el MPA. En cuanto a los animales

sin aporte hormonal exógeno, no hubo diferencias significativas entre las hembras y machos

(Fig. 16).
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Crecimiento tumoral de la línea DS-HI en hembras ovariectomizadas con (I) o sin (El)
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Figura 15
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Crecimiento de tumores C7-HD en hembras ovariectomizadas implantadas con pellets de

MPA (I), P (A),BE (A), o sin tratamiento hormonal (0).
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Tabla 5

Toma tumoral en la línea C7-HD

a. hembras hembras
Días ma°h°s enteras ovariectomizadas

60 2/12 7/9 3/11

120 5/12 7/9 7/8

"':días después del pasaje tumoral

76



Edith C. Kordon

Figura 16
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EFECTO DE LA REMOCIÓN DE LOS PELLETS DE MPA 0 P EN HEMBRAS

OVARIECI‘OMIZADAS

Teniendo en cuenta que los ovarios estaban involucrados en el desarrollo de los tu­

mores MPA-D (Figs. 11; 12 y 13), quisimos estudiar qué efecto tendría la remoción del es­

timulo progestagénico en hembras ovariectomizadas portadoras de tumores C7-HD. Para

este experimento se utilizaron ratones implantados con pellets de MPA o de P ya que no

se habían observado diferencias en la capacidad de ambas hormonas para estimular el creci­

miento tumoral (Fig. 15). En la figura 17 se observa que la remoción de los pellets de MPA

o P 40 días después del inóculo tumoral indujo la regresión de los tumores. Las diferencias

del tamaño de los tumores respecto de los ratones que todavia tenían pellets se hizo signifi­

cativa 8 días después de la remoción de las hormonas (p < 0,001). En 3 animales la remi­

sión fue total. Sin embargo, los tumores comenzaron a crecer nuevamente algunas semanas

más tarde en todos los ratones sin pellets. Era posible que estos tumores, que crecían sin

estimulo hormonal aparente, hubieran surgido a partir subpoblacíones celulares hormonoin­

dependientes. Para evaluar esta posibilidad, se pasaron 4 de estos tumores a ratones

tratados o no con MPA. Tres de estos pasajes mostraron los rasgos características de todos

los tumores MPA-D tanto en la latencia de aparición (Fig. 18) como en la velocidad de

crecimiento (la Fig. 19a muestra las curvas de crecimiento tumoral de uno de ellos). El

pasaje del tumor restante mostró un patrón de crecimiento semejante al de las líneas MPA-I

que son estimulables por la hormona (Fig. 19h).

Este experimento se repitió en un pasaje más avanzado de la misma línea C7-HD:

se estudió la dependencia al MPA en los pasajes de 4 tumores que crecían en ratones ova­

riectomizados a los que se les habia retirado el pellet de P. Las latencias de aparición de

estos subpasajes mostraron que solamente uno de ellos podría clasificarse claramente como

MPA-D, mientras que en los otros tres no hubo diferencias significativas entre los animales

con y sin MPA (Fig. 20). Sin embargo, el contenido de RP de los cuatro tumores originales
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Figura 17
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Crecimiento de tumores C7-HD en hembras ovariectomizadas implantadas con pellets de

MPA o P (I) o sin progestágenos exógenos desde el día 40 (El).
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Figura 18
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Crecimiento tumoral en hembras con o sin MPA en los pasajes de 2 tumores C7-HD que

habían retomado crecimiento después de la remoción de los pellets con progestágenos; a)

ejemplo de un pasaje MPA-dependiente y b) ejemplo de un pasaje de crecimiento autóno­

mo.
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Figura 20
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del pellet de progesterona en hembras ovariectomizadas.
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y de sus respectivos subpasajes no mostró cambios significativos con respecto al resto de los

tumores C7-l-ID(Tabla 6) (comparar con la Figura 2). El Kd del RP también fue el caracte­

rístico de la línea C7-HD (4x109 M). Además, en estos pasajes se observó que el tratamien­

to con MPA elevaba el contenido de RE en los tumores (Tabla 6).

EFECTO DE LA SIALOADENECI‘OMÍA

El MPA estimula la síntesis del factor de crecimiento epidérmico (EGF) en las glán­

dulas salivales submaxilares del ratón (Bullock y c01., 1975). Por lo tanto era posible que

el MPA estimulara el crecimiento tumoral a través de un aumento de los niveles de EGF

circulante. Para investigar esta posibilidad se siguió el crecimiento de tumores pertenecien­

tes a distintas líneas MPA-D y MPA-I en animales a los cuales se les habían extirpado sus

glándulas salivales submaxilares (sialoadenectomizados).

En la línea C7-HD no se observaron diferencias significativas en el crecimiento de

los tu mores entre las hembras sialoadenectomizadas y los controles, con o sin MPA (Fig.

21a). En cambia en la línea DS-HD la sialoadenectomía retardó la aparición de los tumores

(p < 0,005) en las hembras tratadas y no tratadas con MPA, así como también el tamaño

de los tumores fue significativamente menor en algunos puntos de la curva de crecimiento

de los animales operados (Fig. 21b). A continuación se estudió el efecto de la sialoadenecto­

mía en machos, ya que la estimulación de la sintesis de EGF en las glándulas salivales es

una actividad típicamente androgénica. La Figura 22 (a y b) muestran que la ausencia de

dichas glándulas no modificó el desarrollo de los tumores DS-HD o C4-HD, en machos con

o sin MPA. En cambio, los tumores de la línea C7-HI crecieron un poco más lentamente

en los machos sialoadenectomizados que en los enteros. Sin embargo, la estimulación que

produce el MPA en esta línea no estaría mediada por las glándulas salivales ya que no hubo

diferencias entre las hembras operadas y los controles con MPA (Fig. 22c). Sin embargo,

en otro tumor autónomo (SS-HI) se observó que la sialoadenectomía producía cierta inhibi­

ción del crecimiento tumoral únicamente en las hembras (Fig. 22d). Estos resulta­
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Tabla 6

RE y RP de tumores C7-HD

* *
Tumores RE RP

Parental
ovxsinMPA 116213 442172

pasaje con MPA 146 i 12 124 i 14

pasaje sin MPA 68 á: 35 367 i 76

* : fmol/mg prot
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Efecto de la sialoadenectomía en hembras portadoras de tumores: a) C7-HD: sialoadenecto­

mizadas con MPA (Ü), controles con MPA (I), sialoadenectomizadas sin MPA (A),contro­

les sin MPA (O); b) DS-HD: sialoadenectomizadas con MPA (A), controles con MPA (A),

sialoadenectomizadas sin MPA (El) y controles sin MPA (I).
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machos sialoadenectomizados sin MPA (O) y machos controles sin MPA (O); c) C7- HI:

hembras sialoadenectomizadas con MPA (El), hembras controles con MPA (I), machos sia­

loadenectomizados (A),machos controles (A);d) SS-HI: hembras sialoadenectomizadas (El),
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dos muestran que el rol que juegan las glándulas salivales difiere según la línea tumoral ob­

servada. De todos modos, en ninguna de ellas parecen ser fundamentales en la regulación

del crecimiento tumoral.

EFECTO DE LA ADMINISTRACIÓN DE ESTRÓGENOS

Como se ha indicado anteriormente, el pretratamiento de los ratones con dosis altas

de BE (35 mg) inhibía el crecimiento de los tumores C7-HD en los pasajes singeneicos. El

propósito de los experimentos descritos más abajo fue estudiar el efecto de distintas dosis

de estrógenos en distintas líneas tumorales MPA-D y MPA-I.

EFECTO DE LA ADMINISTRACIÓN DE ESTRÓGENOS A RATONES PORTA­

DORES DE TUMORES MPA-D

El objetivo del primer experimento de esta serie era comprobar el efecto inhibitorio

del BE sobre el crecimiento de tumores C7-HD y compararlo con la inhibición producida

por la remoción del estímulo progestagénico. Como se había observado en un pasaje más

temprano (Fig. 17), la remoción del pellet de P inhibió temporalmente el crecimiento de

los tumores en hembras ovariectomizadas (Fig. 23a), aunque no produjo regresiones totales

como algunas de las observadas anteriormente. En cambio, la implantación de los pellets

de BE produjo una remisión completa de los tumores (Fig. 23h). Los tumores regresionaron

antes en los animales implantados con BE a los que se les retiró la progesterona, que en

aquellos que permanecían con ambos pellets. La remoción del BE al día 77 indujo la apari­

ción de los tumores en los ratones tratados con ambas hormonas desde un principio. A par­

tir de ese momento estos transplantes crecieron con una velocidad similar a la observada

en los animales que habían sido tratados únicamente con P (Fig. 23h).
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Figura 23
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Efecto de la P y del BE sobre el crecimiento de tumores C7-I-IDen hembras ovariectomiza­

das. a) Efecto de la remoción del pellet de P. Grupo 1: P desde el día -6; Grupo 2: P desde
el día -6 hasta el día 34; Grupo 3: sin tratamiento hormonal. El tamaño tumoral entre el

grupo 1 y 2 fue estadísticamente significativo entre los días 41 y 88 (p<0,01). b) Efecto de

35 mg de BE. Grupo 4: P desde el día -6 , BE desde el día 34; Grupo 5: P desde el día -6

hasta el día 34, BE desde el día 34; Grupo 6: BE y P desde el día -6; Grupo 7: igual que

Grupo 6, pero el BE fue removido el día 77. El tamaño tumoral medio del Grupo l fue sig­

nificativamente diferente del Grupo 5 a partir del día 41 y del Grupo 4 a partir del día 38

(p < 0,05).
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Dosis menores de BE (5 y 0,5 mg de BE) también impidieron el crecimiento e indu­

jeron regresión tumoral en presencia de P o MPA (Fig. 24 a y b). El dosaje de estrógenos

séricos en los animales tratados con 35 y 5 mg de BE alcanzó un rango de 5875-2537 y

2675-1250 pg/ ml, respectivamente, entre los días 6 y 68 después del implante de los pellets.

Estos niveles son muy superiores a los hallados en hembras normales durante la fase estral

(175 pg/ ml). Los niveles séricos en ratones tratados con 0,5 mg de BE también fueron altos

durante el primer mes (863-209pg/ ml), pero en este grupo se alcanzaron niveles fisiológicos

después de 50 días (107-63 pg/ml), cuando aún persistía la inhibición del crecimiento tumo­

ral.

RESISTENCIA TU MORAL AL TRATAMIENTO CON BE

Algunos de los tumores que habían sido inhibidos por el tratamiento estrogénico fue­

ron capaces de crecer nuevamente. Sin embargo, hubo una retoma del 100% a los 90 días

de la implantación de los estrógenos únicamente en el grupo tratado con MPA+0,5 de BE

(Tabla 7). En esa fecha había más tumores creciendo en el grupo tratado con MPA que con

P, aunque la diferencia sólo fue marginalmente significativa (p = 0,06) (Tabla 7). Esto

podría deberse a una mayor actividad estimulatoria del MPA. Cuando los pellets de BE

fueron implantados antes del inóculo tumoral, de 27 animales sólo 2 tenían tumores después

de 150 días. A los 190 días este número sólo llegaba a 3. En este caso no se observó que

el MPA tuviera una mayor actividad estimulatoria, probablemente por la depleción de los

pellets de hormona.

EFECTO DEL 17 B-ESTRADIOL (E2) SOBRE TUMORES C4-HD

El implante de 5 ó con 0,5 mg de E2 previo al transplante tumoral inhibió el crecí­

miento de tumores de la línea C4-HD. La latencia de aparición en animales con MPA +

E2 fue de 54 t 6 días (n = 8) mientras que en los implantados sólo con MPA fue de 8 t
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Figura 24
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Efecto de diferentes dosis de BE sobre el crecimiento de tumores C7-HD en hembras ova­

riectomizados. Los pellets de BE fueron implantados antes (Grupos 5, 6 y 7) ó 46 días des­

pués del pasaje tumoral (Grupo 2, 3 y 4), en ratones implantados con pellets de P (a) o

MPA (b). Grupos: 1 con P o MPA únicamente; 2 y 5 con 0,5 mg de BE; 3 y 6 con 5 mg de

BE; y 4 y 7 con 35 mg de BE.
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Tabla 7

Recidiva tumoral en ratones tratados con BE

a a
0 - 90 0 - 160

BE(mg) +MPA +P +MPA+P +MPA +P +MPA+P

b
35 3/8 0/7 3/15 5/8 3/7 8/15

5 0/3 1/5 1/8 2/3 2/5 4/8

0.5 4/4 2/6 6/10 4/4 4/6 8/10

Total 7/15 3/18 10/33 11/15 9/18 20/33

a: días de implantación del BE

b: portadores de tumor/total
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1 días (n = 8). En todos los animales portadores de tumores C4-HD palpables, que habían

sido pretratados sólo con MPA, la implantación de pellets de 5 ó 0,5 mg de E2 (n = 7)

produjo regresión tumoral. El nivel de estrógenos séricos de los ratones tratados con F4 fue

menor (Tabla 8) que el de los tratados con BE a pesar de lo cual, la actividad inhibitoria

fue muy similar. Sin embargo, se observó una mayor retoma del crecimiento tumoral. En

5 de los 8 animales implantados con 5 ó 0,5 mg de E2 antes del pasaje tumoral y en los 7

ratones en los cuales el E2 había provocado la regresión de tumores palpables, los trans­

plantes crecían nuevamente a los 70 días del implante de los pellets (comparar con Tabla

7).

La línea tumoral DS-HD fue la única MPA-D (RE+) en la que la implantación del

BE no produjo cambios en el desarrollo de los tumores que crecían en presencia de MPA

(Fig. 2.5).

PASAJES DE TUMORES RESISTENTES AL TRATAMIENTO ESTRÓGENICO

A continuación. se estudió la respuesta hormonal de 5 de los tumores C7-HD que

fueron capaces de crecer en los ratones con tratamiento estrogénico. En 3 de ellos (Fig. 26

a, b y c) se probó la capacidad de respuesta al MPA: sólo uno de ellos había perdido la

MPA-dependencia. Esto indicaba que la resistencia a los estrógenos no implicaba,

necesariamente, la adquisición de un patrón de crecimiento hormona-independiente. A

continuación se estudió la sensibilidad al MPA y al BE en los subpasajes de otros 2 tumores

BE-resístentes (Fig. 26 d y e). Los subpasajes de uno de estos tumores mantuvieron la

sensibilidad al MPA, pero ninguno respondió al tratamiento con BE. Los subpasajes de tres

tumores C4-HD Ez-resistentes tampoco recuperaron la sensibilidad a los estrógenos aunque

también conservaron la MPA-dependencia (la Fig 26f muestra uno de estos pasajes). Tanto

los subpasajes que resultaron MPA-dependientes como los autónomos expresaban RE y RP;

sin embargo, el tratamiento con estrógenos reducía el número de RE (Tabla 9). Por lo tanto
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Niveles séricos de estrógenos en ratones tratados con E2

Tabla 8

Edith C. Kordon

DI/ASDE IMPLANTACION DEL PELLET

Pellet de Ez 20 50 90

623 i 41a 341 i 18 210 i 1o

5 mg b
(550-720) (300-375) (196-225)

69:13 45:11 44:19
0,5 mg

(28-100) (23-82) (14-19)

a: Media + ES

b: Rango
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Figura 25
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mente con MPA (El), con MPA desde el día 0 y BE a partir del día 20 (I), y controles sin

tratamiento hormonal (O).
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Figura 26
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Tumores resistentes al tratamiento con estrógenos. a, b, c, d, e: pasajes de la línea C7-HD,

hembras pretratadas con MPA (El), con MPA + BE (6) y controles (A); f: tumor de la línea

C4-HD: con MPA+E2 desde el día -6 (El), con MPA y Ea desde el día 50 (I), sólo con 15‘a

desde el día -6 (a) y sólo con Ez desde el día 70 (A).
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Tabla 9

RE y RP en tumores resistentes a estrógenos

Pasajes Pasajes
con MPA con BE o E 2

Tumores resistentes
RE RP RE RP

a estrógenos

C7-HD-R1 47 116 15 65

18 76 0 99

C7-HD-R2 26 57 0 73

34 24 NR NR

50 109 13 71

C4'HD'R1 50 128 o 124

a: fimoles/mgproteínas
NR: no realizado
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cabía la posibilidad de que una regulación negativa de los RE fuera la responsable de la

falta de respuesta al tratamiento estrogénico. Esta posibilidad fue evaluada en el subpasaje

de un tumor C4-HD Ez-resistente. Para permitir la recuperación de los RE, los pellets de

E2se implantaron en animales tratados o no con MPA a los 50 ó 70 días del pasaje tumoral,

respectivamente. También en esta caso los tumores fueron estimulables por MPA pero no

inhibibles por E2 (Fig 26f).

EFECTO DEL BE SOBRE TUMORES AUTÓNOMOS

Para estudiar el efecto del BE sobre un tumor autónomo que expresa RE y RP se

usó la línea C7-I-II.Además esta línea nos permitía saber si el BE ejercía algún efecto sobre

la formación de metástasis. Anteriormente se había demostrado que en la línea C7-HI el

100% de los animales tenían metástasis pulmonares 40 días después del pasaje tumoral

(Bonfil y 001.,1989). Por lo tanto se dejó que los tumores crecieran en hembras enteras sin

tratamiento hormonal hasta el día 50, en ese momento se les implantó 0,5; 5 ó 35 mg de

BE solos o junto con 40 mg de MPA. Las tres dosis de BE indujeron la regresión de los

tumores tanto en presencia como en ausencia de MPA (Fig. 27). Histológicamente los

tumores en regresión mostraron amplias zonas de calcificación y ausencia casi completa de

diferenciación tubular. Se observaron células tumorales remanentes, dispersas en un estroma

eosinófilo con focos de esclerosis. Estas células presentaban un citoplasma claro sin

estructura evidente, o bien con áreas filamentosas. El núcleo no presentaba alteraciones

histólogicas significativas. No se observó infiltración inflamatoria evidente en los casos

estudiados (Fig. 28). La inspección macroscópica de los pulmones mostró que el BE también

inhibió el crecimiento de las metástasis (Tabla 10y Fig. 29). Los tumores C7-l-ll que habían

regresíonado mostraron un contenido muy bajo de RE por la técnica de desplazamiento de

carbón-dextrano (menos de 10fmol/ mg de proteínas) y cuando se evaluó con un anticuerpo

anti-RE no se encontró expresión de la proteína.

También se evaluó el efecto de la implantación de 35 mg de BE en los pasajes de
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Figura 27
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Efecto del BE sobre tumores C7-HI. Los pellets de BE y de MPA se implantaron al día 50.

Grupos: 1) sin tratamiento hormonal; 2) MPA + 0,5 mg de BE; 3) MPA + 5 mg de BE;

4) 0,5 mg de BE; S) S mg de BE; 6) 35 mg de BE.
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a) Tumor C7-I—Hsin tratamiento hormonal. Islotes o masas de células neoplásicas que dife­
rencian pequeñas cavidades glandulares (imagen cribiforme), inmersas en un estroma laxo.
Existe retracción de las estructuras epiteliales debido a la fijación en alcohol.
b) Tratado con BE: se observa pérdida de la histoarquitectura, con ausencia de diferencia­
ción glandular. Las células neoplásicas remanentes muestran un núcleo oscuro, ovoide o
redondeado, rodeadas por un citoplasma claro, vacío ("soplado"), o de aspecto fibrilar
(Hematoxilína-Eosina, 125K).
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Tabla 10

Incidencia de metastasis C7-HI con BE

Tratamiento Met. Met. pulmonares

hormonal axilares < 10 10a100 > 100 totales

BE 35 mg 0/6 2/6 0/6 0/6 2/6

BE 5 mg 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6

BE 0,5 mg 0/5 2/5 0/5 0/5 2/5

MPA + BE 5 mg 0/5 1/5 0/5 0/5 1/5

MPA + BE 0,5 mg 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

controles 6/6 0/6 2/6 4/6 6/6
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Figura 29

Tumor C7—HItratado con BE. a) Fila superior: ratones portadores de tumores C7-HI sin

tratamiento hormonal, 80 días después del pasaje tumoral; fila inferior: animales tratados

con 5 mg de BE a partir del día 50. b) Imagen de los pulmones correspondientes a los ani­

males mostrados en a).
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3 tumores de mama espontáneos (RE-) de hembras BALB/c multíparas. En ningún caso

se observó que el tratamiento produjera alguna inhibición (la Fig. 30 muestra el comporta­

miento de uno de estos tumores).

INDUCCIÓN DE ADENOCARCINOMAS DE MAMA EN RATÓN POR

PROG ESTÁGENOS

EFECTO DEL MPA EN LA CARCINOGENESIS MAMARIA DE LA CEPA C3H

El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto del tratamiento con MPA en

una cepa con alta incidencia de tumores de mama espontáneos como la C3I-I,portadora del

MMTV. Se ínocularon hembras vírgenes de esta cepa con 40 mg de MPA depot cada dos

meses de acuerdo con el modelo experimental en la cepa BALB/c (ver MODELO EXPE­

RIMENTAL). En el grupo tratado con MPA (n = 36) aparecieron 12 ratones con uno o

más tumores, mientras que en los controles (n = 30) aparecieron 6 ratones con tumores de

mama. Al año de comenzado el experimento, la incidencia actuarial fue del 32% y 16%,

respectivamente (p = 0,0858) (Fig. 31). Por lo tanto, el tratamiento con MPA duplicó la

incidencia de tumores de mama, aunque las diferencias no fueron estadísticamente

significativas. Además, en el grupo tratado con MPA, de los 12 animales portadores de

tumor, 4 presentaban 2 tumores cada uno. En los 6 animales del grupo control, sólo

apareció un tumor por ratón. Las latencias de aparición de los tumores en ambos grupos

fueron similares: 43,7 i 6,0 semanas para los animales con MPA y 45,3 t 8,4 semanas para

los controles. Los tumores que aparecieron en el grupo tratado con MPA no se diferencia­

han morfológicamente de los que surgieron en el grupo control. Los transplantes singeneicos

de estos tumores fueron MPA-independientes, expresaron niveles bajos de RE (nivel medio

= 10 fmoles/ mg de proteína) y no se detectaron RP (n = 6).
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Figura 30
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Efecto del implante de 35 mg de BE 20 días después del pasaje de un adenocarcinoma de

mama espontáneo hormone-independiente (ER-PR-).
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Figura 31
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EFECTO DE LA SIALOADENECÏOMIA Y DE LA OVARIECÏOMÍA SOBRE LA

CARCINOGENESIS MAMARIA INDUCIDA POR EL MPA EN HEMBRAS

BALB/c

Kurachi y col. (1985) y, posteriormente, Inui y col. (1989), demostraron que el EGF

proveniente de las glándulas salivales estaba involucrado en la tumorigénesis mamaria del

ratón en cepas de alta incidencia espontánea. Sabiendo además que el MPA es un potente

estimulador de la secreción de EGF de las glándulas salivales de estos animales, nos pre­

guntamos si la ausencia de estas glándulas afectaría el poder carcinogénico del MPA. En

cuanto a la ovariectomía, habiendo comprobado que ésta retardaba el crecimiento de los

tumores MPA-D, quisimos averiguar si también afectaba la capacidad tumorigénica del

MPA. Los resultados indican que tanto la ovariectomía como la sialoadenectomía disminu­

yeron significativamente (p < 10") la incidencia tumoral (Fig. 32). En el grupo ovariectomi­

zado la incidencia actuarial a los 18 meses de tratamiento fue del 44% (12/47), en el sialoa­

denectomizado del 32% (11/48) y en el control del 98% (34/47). En cambio, no hubo dife­

rencias significativas en las latencias de aparición de los tumores: 57,6 i 3,4 semanas en

el grupo ovariectomizado; 52,5 i 3,8 semanas en el sialoadenectomizado y 50,1 1 2,1 sema­

nas en el control.

El análisis histológico de los tumores permitió clasificarlos en lobulillares y ductales.

LESIONES LOBULILLARES

Los carcinomas lobulillares se caracterizaban por estar compuestos de células atípicas

redondas o poligonales, con un alto índice mitótico, que formaban masas infiltrantes sólidas

o con pequeñas estructuras glandulares uniformes (carcinoma tubular). El estroma era esca­

so. Las conductos no mostraban lesiones llamativas. En etapas posteriores la proliferación

destruyó los tejidos adyacentes y borró las lesiones preneoplásicas. No hemos observado

metástasis. Aún en carcinomas invasores se pudieron reconocer áreas con hiperplasia acinar

de tipo HAN, con aumento en el número de las estructuras lobulillares y displasia, y secre­
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Figura 32

100

Grupo 1

INCIDENCIAACTUARIAL(%)

Incidencia tumoral en hembras BALB/c vírgenes tratadas con MPA depot. Grupo 1: ova­

riectomizadas; Grupo 2: sialoadenectomizadas y Grupo 3: controles.



Edith C. Kardan

ción focal en algunos lobulillos. Los carcinomas in situ, se caracterizaban por la presencia

de masas sólidas de células redondas, de citoplasma claro y núcleo redondo central, que

ocupaban parcial o totalmente los acinos. Estas estructuras dilatadas comprimian parcial­

mente el estroma circundante pero la proliferación respetó la membrana basal. En las

Figura 33 se muestran imágenes características de las lesiones preneoplásicas (a) y de los

carcinomas (b) lobulillares.

LESIONES DUCTALES

Los carcinomas ductales consistuían estructuras quisticas, tapizadas por epitelio glan­

dular con varias capas de células, con diferenciación tubular ocasional. En otros focos se

observaba proliferación sólida, también con áreas de diferenciación tubular y con una

extensa infiltración del estroma. Los tumores estaban compuestos por células poligonales

grandes, con evidentes atipías, en ocasiones con citoplasma espumoso ("células claras"). El

índice mitótico fue, en general, bajo (menos de una mitosis por campo de mayor aumento).

El estroma era fibroso y mostraba una extensa infiltración linfoplasmocitaria. En algunos

focos se reconocieron alteraciones preneoplásicas del epitelio ductal caracterizadas por la

presencia de estructuras ductales dilatadas, revestidas de epitelio atípico, a veces con

estructuras papilares, con delgados ejes conectivo-vasculares. En otras áreas se observó

proliferación intraductal sólida con ocasional adenosis intraductal o conductos con un

revestimiento sólido, constituido por varias capas de células. El estroma de estas lesiones

preneoplásicas presentaba un aumento de la sustancia amorfa intercelular e infiltración

inflamatoria crónica. La Figura 34 muestra imágenes características de las lesiones

preneoplásicas (a) y de los carcinomas ductales (b).

En tres grupos (ovariectomizados, sialoadenectomizados y controles), predominaron los

tumores ductales (Tablas 11, 12, 13).

Nueve tumores de los que aparecieron en el grupo ovariectomizado, 8 del grupo sia­

loadenectomizado y 27 de los controles se transplantaron en animales singeneicos, tratados
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Figura 33

a

a) Lesiones preneoplásicas lobulillares. Se observa la proliferación de estructuras lobulilla­
res a lo largo de conductos delgados que se ramifican en forma relativamente uniforme. Es­
ta proliferación es irregular y en distintos focos se observa hiperplasia lobulillar proximal,
con desarrollo menor de las áreas distales (Montaje total, Azul de Toluidina, 25X).
b) Carcinoma lobulillar compuesto por grupos de células que diferencian islotes o cordones
sólidos y que en áreas tienden a formar tubos glandulares o acinos de luz pequeña. El estro­
ma es fíbroblástico y escaso, y el tumor está bien vascularizado (Hematoxilina-Eosina, 40X).
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Figura 34

a) Lesiones preneoplásicas ductales. Las estructuras ductales están dilatadas irregularrnente,
se observan divisiones en ángulo recto con inversión del sentido de aumento del calibre
ductal. Existen también numerosos brotes hiperplásicos paraductales y alteraciones de la
forma y tamaño de las brotes terminales (Montaje total, Azul de Toluidina, 25X).
b) Carcinoma ductal. El tumor está compuesto por grupos de células que forman láminas
sólidas. Estas delimitan una cavidad quística irregular que contiene sangre, células descama­
das y material amorfo. La lesión infiltra extensamente el estroma adyacente que es fibro­
blástico denso. La vascularización es completa (Hematoxilina-Eosina, 40X).
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Tablall

Grupo ovariectomizado con MPA depot

1 ductal HD 79 110

5 ductal HD NR NR

7A NR HD 115 154

7B1 NR HD NR NR

7B2 NR HD NR NR

7B3 NR HD NR NR

9A lobulíllar HI NR NR

9B ductal HD 0-42 58-182

11 NR HI O 4

* fmol/mg proteína
NR: no realizado

HO
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Tabla 12

Grupo sialoadenectomizado con MPA depot

Tumorestuïíïïïïial “mili?”
17.1 ducta] HD 53 133

17.2 ductal HD 91 137

17.3 ductal HD NR NR

17.4 ducta] HD 64 247

22A lobulillar HI 87 126

223 ductal HD NR NR

23 ductal HD 40 179

24 lobulillar HI 47 NR

* fmoles/mg proteína
NR: no realizado
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Tabla 13

Grupo MPA depo control

. l comportamiento * *
Tumores hlstologla pasajes RE RP

49A ductal HD 33 193
49B1 ductal HD NR NR
49B2 ductal HD 35 120
50A lobulillar H1 4 5
50B1 ductal HD 86 311
50B2 NR HD 53 105

51 NR HD NR NR
52A ductal HD 8-46 29-280
52B lobulillar HI NR NR
53A NR HD NR NR
53B ductal HI 61 73
53C lobulillar HI 54 0
54 lobulillar HI 0-29 27-29

55A NR HI 8-80 0-44
55F ductal HD 30 14
55E ductal HD NR 15
55B lobulillar HI 5 0
56A ductal HD 63 57
56B NR HD 11 0
56C NR HD 0 NR
57A NR HD NR NR
57B ductal HD 4-18 41-205
58A NR HD 75-131 60-315
58B lobulillar H1 NR NR
59A ductal HD 67,41 40-156
60A lobulíllar H1 0-64 0-159
ÓOB ductal HD NR NR

"‘fmol/mg proteína
NR: no realizado
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o no con MPA. Estos pasajes se clasificaron en HI y HD: se consideraron HI a aquellos tu­

mores capaces de crecer hasta alcanzar tamaños superiores a los 400 mm7en animales sin

tratamiento hormonal y HD a aquellos que alcanzaron tamaños comparables únicamente

en ratones tratados con MPA. Siete de los nueve (78%) del primer grupo, 6/8 (75%) del

segundo y 18/27 (67%) del grupo control se comportaron como HD en el primer pasaje y

la mayoría expresaban RE y RP (Tablas 11, 12 y 13). Los resultados resumidos en la Tabla

14 indican que los tumores de mama que surgieron en los animales ovariectomizados y

sialoadenectomizados eran similares a los de los controles en cuanto a sus características

histológicas y a su hormonodependencia. En todos los casos puede decirse que el MPA in­

dujo la aparición de tumores en su mayoría ductales y hormonodependientes. En cambio,

resultó sumamente llamativa la asociación entre las características histológicas y la hormo­

nodependencia de los tumores. En los tres grupos se observó que la mayoría de los pasajes

de tumores ductales resultaron HD, mientras que los lobulillares se comportaron en forma

autónoma (Tabla 15) (p<1()'5).

INDUCCIÓN DE ADENOCARCINOMAS DE MAMA EN BALB/c CON

PROGESTERONA

La P tuvo una capacidad estimulatoria similar al del MPA sobre el crecimiento de

tumores inducidos por MPA. Quisimos entonces averiguar si la P también tenía actividad

carcinogénica. En este experimento debíamos usar pellets de silastic para tener un sistema

de liberación lenta de P, por lo tanto los controles positivos fueron implantados con pellets

de MPA en lugar de usar MPA depot. Al comparar los dos sistemas de administración del

MPA encontramos que, aunque la cantidad de hormona suministrado por ratón fue mucho

menor (160 mg depot vs 60 mg en dos pellets a lo largo de todo el experimento), el MPA

conservó su capacidad tumorigénica (Fig. 35). La P también tuvo la capacidad de inducir

tumores de mama (9/48) (Fig. 36). A los 16 meses de comenzado el experimento, la incié

dencia actuarial fue significativamente menor que en los animales tratados con MPA (p =

0,047), aunque el grado de significación fue menor que en la inhibición por ovariectomía
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hormonodependencía de los pasajes

Tabla 14

Tumores inducidos por MPA

Características histológicas y

Edith C. Kordon

Tratamiento ductal lobulillar HD HI

ovx 75% (3/4) 25% (1/4) 78% (7/9) 22% (2/9)

sialx 75% (6/8) 25% (2/8) 75% (6/8) 25% (2/8)

control 63% (12/19) 37% (7/19) 67% (18/27) 33% (9/27)

Total 68% (21/31) 32% (10/31) 70% (31/44) 30% (13/44)

p=n.s. p=n.s.
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Tumores inducidos por MPA depot

Tabla 15

Edith C. Kordon

Relación entre histologíay hormonodependencia

Tumores Lobulillares Ductales

HD O 20

HI 10 1
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Figura 35
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o sialoadenectomía. Las latencias de aparición de los tumores fueron similares en los ra­

tones tratados con P o MPA: 46,2 2: 13,1 y 51,3 i 9,9 semanas, respectivamente. En cam­

bio, los tumores que aparecieron en los dos grupos difirieron significativamente tanto en

sus características histológicas como en el comportamiento de sus pasajes. Sólo 1 de los 5

tumores analizados histológicamente era de tipo ductal y sólo 2 de los 7 pasajes realizados

resultaron HD. El único tumor que resultó HD en los pasajes y que fue estudiado histológi­

camente era ductal, el resto de los tumores estudiados fueron de morfología lobulillar y de

comportamiento HI (Tabla 16). En el grupo tratado con MPA, de 17 tumores analizados

15 eran ductales y de 16 tumores transplantados, 13 fueron HD, 1 HI y 2 no pudieron ser

clasificados por que crecían muy lentamente aún en presencia de MPA. El único pasaje tu­

moral de comportamiento HI provino de un tumor lobulillar y todos los HD provinieron

de adenocarcinomas ductales (Tabla 17). Estos resultados se resumen en la Tabla 18.

En este experimento se observó nuevamente que los tumores ductales resultaron HD

en los pasajes y los tumores lobulillares tuvieron un comportamiento autónomo (p = 1,6

x 10‘) (Tabla 19).

Los dos últimos experimentos nos llevaron a concluir que, independientemente del

tratamiento al que hayan sido sometidos los distintos grupos experimentales, en los

adenocarcinomas de mama inducidos por progestágenos la morfología lobulillar se asoció

a un patrón de crecimiento autónomo, mientras que la morfología ductal estaba asociada

a un comportamiento hormonodependiente (p < 10's) (Tabla 20).



Tabla 16

Grupo progesterona

Edith C. Kordon

Tumores histología comportamiento RE* RP*
tumor original pasajes

39A lobulillar HI NR NR

39B lobulillar HI NR NR

44 lobulillar HI NR NR

47 ductal HD O O

48A NR HI O O

48B lobulillar HI 0 0

48C NR HD 1o o

* fmol/mg prot
NR: no realizado
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Tabla 17

Grupo MPA pellet

Tumores hístología Comportïlmiemo RE,“ RP *
pasajes

25A1 ductal HD 126 94
25A2 NR HD 65 52
25B lobulillar HI 8 20
26B ductal HD 3 107

26A ductal HD NR NR
30A ductal HD 0-38 53-66
30B ductal HD O 0
3OC NR HD 8 O
32A ductal HD 60 115

32B ducta] HD 25 O
33A ductal HD NR NR

33B1 ductal HD NR 0
33B2 NR NC NR NR

35 lobulillar NC 12 O
36A ductal HD 4 109
36B ductal HD NR 56

* fmoljmg prot
NR: no realizado
NC: no clasificable
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Tumores inducidos por MPA y P

Tabla 18

Edith C. Kordon

Histología y hormonodependencia de los pasajes

Pellets ductales lobulíllares HD HI

MPA 89% (15/17) 12% (2/17) 93% (13/14) 7% (1/14)

P 20% (1/5) 80% (4/5) 29% (2/7) 71% (5/7)
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Tabla 19

Tumores inducidos por MPA y P

Relación entre histologíay hormonodependencia

Tumores Lobulillares Ductales

HD O 12

HI 5 0
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Tabla 20

Evaluación final

Edith C. Kordon

Relación histología-hormonodependencia

Tumores Lobulillares Ductales

HD O 32

HI 15 1
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En nuestro laboratorio se han desarrollado líneas tumorales in vivo a partir de los

pasajes singeneicos de los adenocarcinomas de mama inducidos por MPA en ratones hem­

bras BALB/c vírgenes. Estas líneas fueron clasificadas en "dependientes de MPA" (MPA-D)

o "autónomas" (MPA-I) según su requerimiento de MPA para crecer en los animales trans­

plantados (Lanari y col., 1989). En los experimentos descriptos en la primera parte de este

trabajo se ha estudiado la regulación hormonal del crecimiento de estos tumores. Los resul­

tados obtenidos muestran que las células de tumores MPA-D mantienen su capacidad de

respuesta a través de sucesivos pasajes aunque permanezcan largo tiempo en animales sin

tratamiento hormonal. La progesterona tuvo una actividad estimulatoria similar a la del

MPA sobre estos tumores, mientras que la ovariectomía y el tratamiento con estrógenos in­

hibieron su desarrollo. Además se comprobó que factores provenientes de las glándulas sali­

vales no jugaban un rol fundamental en el desarrollo de las lineas tumorales estudiadas. O­

tro efecto observado en las líneas MPA-D, fue que el tratamiento con MPA disminuía los

receptores de progesterona y aumentaba los receptores para estrógenos.

La segunda parte de este trabajo está constituida por experimentos de inducción

tumoral. Los resultados muestran que el tratamiento con MPA aumentó la incidencia de

tumores de mama en la cepa C3H, portadora del MMTV. En la cepa BALB/c se demostró

que la capacidad tumorigénica del MPA se veía significativamente reducida si los animales

habían sido ovariectomizados o sialoadenectomizados previamente. Además, se encontró

que el tratamiento con progesterona también llevaba a la aparición de adenocarcinomas de

mama en esta cepa. Sin embargo, tanto la morfología como la hormonodependencia de los

tumores inducidos por ambos progestágenos fueron diferentes. Los estudios histológicos y

el seguimiento de los pasajes singeneicos revelaron una estrecha asociación entre la

morfología y la hormonodependencia de estos tumores.

CAPACIDAD REGULATORIA DEL MPA SOBRE EL CRECIMIENTO

TUMORAL

En nuestro modelo de tumores de mama de ratón inducidos por MPA observamos
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que la mayoría de los tumores MPA-D conservaban la sensibilidad alas hormonas estimula­

doras durante su crecimiento en los animales transplantados y a través de los sucesivos pa­

sajes. Aunque el grado de conservación de ese comportamiento varió en cada línea, en ge­

neral la hormonodependencia se mantuvo más que en modelos experimentales de cáncer

de mama que involucran al MMTV. Como se mencionó en la introducción, las hormonas

están involucradas en la regulación de la expresión del virus (Cato y col., 1988). Sin embar­

go, en la mayoría de estos modelos experimentales, el crecimiento tumoral que sigue a la

lesión preneoplásica se hace independiente de las hormonas. Por ejemplo, en ratones C3H

portadores de tumores de mama, las alteraciones en el estado hormonal de los animales por

remoción de glándulas endócrinas o por inoculación de hormonas no modificaba las curvas

de crecimiento tumoral (Squartíní, 1979). Sin embargo, en otras cepas portadoras del

MMTV, como la GR, se observó que tumores de mama dependientes de la preñez desapa­

recían después del parto (Van Nie y Deux, 1971).Como se mencionó anteriormente, en esta

cepa, el tratamiento continuo con estrona y progesterona indujo tumores de mama en rato­

nes ovariectomizados (Sluyser y Van Nie, 1974).La mayoría de los tumores se mantuvieron

dependientes de estas hormonas en el primer pasaje, sin embargo, la capacidad de respuesta

fue disminuyendo durante los pasajes subsiguientes: a partir del quinto transplante los tumo­

res crecían rápidamente aún en animales castrados sin tratamiento hormonal (Sluyser y Van

Níe, 1974). En cambio, en nuestro modelo, en ninguna de las líneas MPA-D se observó una

progresión a la autonomía tan rápida. Además, en la cepa GR la adquisición del comporta­

miento autónomo se asociaba a la pérdida de receptores hormonales (Sluyser y Van Nie,

1974), lo cual no ocurrió en nuestro modelo.

Los tumores inducidos por MPA, en cambio, son más parecidos a los carcinomas de

mama de ratón inducidos por carcínógenos químicos tanto en su comportamiento como en

su morfología: como éstos fueron precedidos por lesiones preneoplásicas ductales (Medina

y Warner, 1977), y la mayoría mantuvo la hormonodependencia a través de los sucesivos

pasajes. Por ejemplo, se observan estas similitudes en el tumor de mama MXT, que provie­

ne de un modelo desarrollado por Watson y col. (1977) en ratones hembras C57bl/DBA2

F1 tratados con el carcinógeno uretano y portadores de un injerto de hipófisis en la cápsula

renal. Se trata de un adenocarcinoma ductal ovario-dependiente que, lo mismo que nuestro
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C4-HD, permaneció HD durante más de 20 pasajes (Watson y col., 1979).Como en nuestro

modelo y a diferencia de los tumores HD de la cepa GR, los niveles de RE y RP se conser­

varon a través de los pasajes (Watson y 001., 1977; Kiss y 001., 1986b, Sluyser y Van Níe,

1974). Además, en los tumores MXT la administración de progesterona también estimuló

el crecimiento tumoral (Kiss y col., 1986a). En la cepa BALB/c, también se ha descripto

que tumores inducidos por uretano permanecieron ovario-dependiente hasta el pasaje nú­

mero 15 (Matzuzawa y 601., 1978).

Los tumores MPA-D respondieron tanto a la administración como a la remoción de

las hormonas estimulatorias, aún cuando habían alcanzado tamaños palpables. También res­

pondieron a la estimulación hormonal tumores MPA-D que habían permanecido latentes

por más de 8 meses. Es conocida la capacidad de las células tumorales de permanecer en

estado "dormido" por largo tiempo. Particularmente en pacientes con carcinomas de riñón,

mama, ovario y melanomas malignos se ha observado que muchos años después (10 a 50)

de la remoción, aparentemente total, del tumor se producía la reaparición local o el surgi­

miento de metástasis (Woodruf, 1982).Se dice que estos tumores permanecen en estado "la­

tente". Tumor latente es aquel en el cual las células persisten en un huésped clínicamente

normal por un período prolongado, con un crecimiento restringido. El incremento pequeño

o nulo del número de células puede deberse a la detención de la división o a un balance

entre la división y la muerte celular. Existen tres mecanismos que explicarían la falta de

proliferación: (a) avascularidad y secuestro de las células tumorales, (b) dependencia consti­

tutiva de las células tumorales de hormonas o factores de crecimiento y (c) restricción inmu­

nológica (Wheelock y Robinson, 1983). Anteriormente se había demostrado que el efecto

del MPA sobre el crecimiento de los tumores era el mismo en ratones inmunocompetentes

que en ratones nude (Lanari y mL, 1989). Por lo tanto es improbable que en nuestro mode­

lo el estado de latencia de los tumores se deba a una restricción inmunológica inhibible por
la administración de MPA. Los altos niveles de RP observados en todos los tumores MPA­

D y los resultados preliminares que indican que el MPA es capaz de estimular la prolifera­

ción de las células tumorales in vitro (Luthy y col., 1990) sugieren que la hormona actúa di­

rectamente sobre las células tumorales. Pero, de todos modos, no podemos decidir si la op­

ción a) o la b) es la correcta hasta que no se disponga de evidencias que demuestren que
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el MPA estimula el crecimiento de los tumores latentes actuando directamente sobre las cé­

lulas tumorales que permanecen en estado quiescente. En otros modelos experimentales

también se ha demostrado que las hormonas pueden estimular el crecimiento de tumores

que han permanecido latentes por largo tiempo. Por ejemplo, tumores de mama HD induci­

dos por estrógenos, pueden permanecer "dormidos" durante más de 7 meses, conservando

su hormonodependencia (Noble y Hoover, 1975). Sin embargo, como se detalla más abajo,

la experiencia in vivoe in vitro muestra que el estado quiescente que se obtiene por ausen­

cia de las hormonas tróficas es temporario ya que las células adquieren finalmente un creci­

miento autónomo (Noble, 1977; Darbre y King, 1984).

La conservación de la hormonodependencia en nuestro modelo también se observa

en aquellos tumores que fueron capaces de crecer en animales ovariectomizados a los que

se les había retirado el pellet de MPA o P. En sus correspondientes pasajes la mayoria no

perdió la capacidad de respuesta hormonal y todos los tumores conservaron los receptores

para esteroides. Es posible que estos tumores RE+ PR+, que crecían en animales ovariec­

tomizados sin tratamiento hormonal, creciesen a expensas de esteroides adrenales, lo cual

ha sido demostrado en modelos experimentales de tumores hormonodependientes de rata

(Spino/a y COL,1986) y ratón (Bélanger y COL,1985).

Además del efecto proliferativo sobre los tumores MPA-D, el tratamiento con MPA

también modificaba la expresión de los receptores hormonales. Al menos en la línea C7-HD

se observó que los tumores provenientes de ratones tratados con MPA expresaban niveles

inferiores de RP. Para comprobar que la disminución del número de receptores no se debía

a una interferencia con el MPA circulante, se incubó la fracción citosólica durante 5 horas

con MPA frío (10'6M) que luego se extrajo con carbón al 1% antes del ensayo de intercam­

bio. La dilución isotópica de la marca radioactiva observada en este ensayo correspondió

sólo al 15% de la reducción de cuentas observada en los tumores de animales tratados con

MPA. Este resultado confirmó que el MPA regulaba negativamente los PR. La capacidad

del MPA de disminuir la expresión de los PR fue observado anteriormente en otros carci­

nomas hormono-respondedores (Satyaswaroop y col., 1988; Zaccheo y Di Salle, 1986). En

el cáncer de mama humano se le atribuye al MPA la capacidad de disminuir los niveles de
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RE (Robustelli Della Cuna y Pretí, 1986) siendo ésta una de las explicaciones de su

actividad antitumorigénica. Sin embargo, en nuestro modelo, esta regulación negativa no

fue observada e incluso en algunos casos los tumores de animales tratados con MPA tenían

niveles más altos de RE que los controles (Tabla 6).

Se ha demostrado que en el ratón, el MPA tiene actividades androgénicas. Por ejem­

plo, como la testosterona, incrementa los niveles de EGF biológicamente activo en las glán­

dulas salivales (Bullock y col., 1975). Por lo tanto era posible que el MPA estimulara el cre­

cimiento tumoral a través de su actividad androgénica. Sin embargo, el crecimiento de tu­

mores MPA-D en machos fue mucho más lento que en hembras no ovariectomizadas (Tabla

5). Esto demuestra que los andrógenos no estimulan significativamente el crecimiento de

tumores MPA-D. Además, la P tuvo un efecto estimulatorio muy similar al del MPA (Fig.

15). Ambos resultados indican que el MPA estimularía el crecimiento de los tumores MPA­

D a través de su actividad progestagénica. Esto nos permite decir que los tumores MPA-D

son en realidad dependientes de la estimulación progestagénica.

EFECTO DE LA OVARIECTOMÍA

La ovariectomía retardó el crecimiento de los tumores MPA-D tanto en presencia

como en ausencia de MPA (Figs. 11 y 12). Otros autores han demostrado la importancia

de los ovarios en el desarrollo de tumores de mama en rata (Russo y COL,1982; Schneider

y col., 1989) y ratón (De Munoít y COL,1987; Matsuzawa y Yamamoto, 1975; Welsr:h y

Nagasawa, 1977); en esos casos se explicaba el efecto inhibitorio de la ovariectomía por la

disminución en el aporte de hormonas sexuales que actuarían en forma directa y/o estimu­

lando la secreción de prolactina. En nuestro modelo esta explicación sería posible única­

mente para los ratones no tratados con MPA, dado que este progestágeno inhibe la secre­

ción de hormonas hipofisarias como gonadotrofinas y prolactina (Nagasawa y coI., 1985;

Rohustellí Della Cuna y Pretí, 1986), suspende el ciclo estral (Lanari y col., 1986a) y como

consecuencia también inhibe la secreción de estrógenos ováricos.
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En la clínica se observó que durante la terapia con dosis altas de MPA se produce

una dramática caída de los niveles séricos de la proteína transportadora de esteroides sexua­

les SHBG, lo cual podría resultar en un incremento de la proporción de estrógenos circulan­

tes libres para interactuar con los RE (Pollow y col., 1988). Además, en nuestro modelo he­

mos observado que el tratamiento con MPA puede elevar el nivel de expresión de los RE

en los tumores (Tabla 6), aumentando la sensibilidad a los estrógenos. Teniendo en cuenta

que ¡n vitro las líneas celulares dependientes de estrógenos requieren de bajas concentra­

ciones de E4 para obtener una máxima respuesta proliferativa (10'9a 10'” M) (Soto y

Sonnem'cheín, 1987; Thomson y (SOL,1988), no podemos descartar que en nuestro modelo

el aporte de los ovarios al crecimiento tumoral se deba a la liberación de muy pequeñas

cantidades de estrógenos.

Los ovarios secretan además factores que podrían desempeñar un rol importante en

la regulación del crecimiento tumoral. Dos de estos factores son estructuralmente muy se­

mejantes al TGF-B: activinas e inhibinas (Risbridger y col., 1990). Aunque aún no hemos

dilucidado si en nuestro modelo el TGF-B tiene un rol importante, este factor inhibe in vitro

el crecimiento de las células estrógeno-dependientes MCP-7 (Díckson y Lippman, 1987).Por

otra parte, los adenocarcinomas de mama inducidos por MPA expresan receptores de TGF­

By el MPA inhibe la transcripción de este factor en tumores MPA-D (Elizalde y col., 1991).

Las actividades relativas de las activinas, inhibinas y el TGF-B dependen del tejido blanco.

Las activinas tienen efectos opuestos al TGF-B sobre las células de la granulosa (lgnotz y

Messague, 1986), pero tienen efectos similares, opuestos a los de las inhibinas, sobre la

secreción de FSH (Risbridger y (:ol., 1990) y en el crecimiento de líneas celulares gonadales

(Gonzalez Manchon y Vale, 1989). Estos factores podrían actuar directamente sobre las

células tumorales o a través de la modulación de la secreción de hormonas hipofisarias

como prolactina u hormona de crecimiento (Bílezíkjian y col, 1990). La suposición de que

estos factores podrían ser relevantes en el crecimiento tumoral aún durante el tratamiento

con MPA se fundamenta en la observación de que en ratas preñadas o pseudopreñadas, con

niveles de progesterona circulante altos, la concentración de inhibinas en sangre periférica

proveniente de los ovarios era también relativamente alta (Tuya y col., 1989).



Edith C. Kordan

Otro factor ovárico que podría estar involucrado es el factor de crecimiento similar

a la insulina I (IGF-I) el cual es sintetizado y secretado por las células de la granulosa del

ovario bajo el control de hormonas regulatorias como LH, FSH y estradiol (Oliver y COL,

1989). Este factor es secretado por células de cáncer de mama humano (Huff y COL,1986)

y aunque no se conoce completamente su mecanismo de acción, probablemente actúe como

mitógeno a través de la unión a su receptor (Dickson y Lippman, 1987). Los tumores induci­

dos por MPA también expresan tanto el factor IGF-I como sus receptores (Elizalde y COL,

1990);por lo tanto el mismo factor proveniente de los ovarios podría regular parcialmente

el crecimiento tumoral.

CRECIMIENTO DE TUMORES MPA-D EN AUSENCIA DE HORMONAS

ESTIMULADORAS

Los tumores que conservaron la dependencia hormonal a pesar de haber crecido en

hembras ovariectomizadas sin MPA ni P, podrían haberlo hecho a expensas de esteroides

adrenales. Se ha demostrado que las glándulas adrenales de ratones machos castrados pue­

den secretar pequeñas cantidades de progesterona u otros esteroides (Bélanger y (:ol., 1985)

que, en nuestro modelo, podrían estimular el crecimiento de células HD en las hembras
ovariectomizadas.

Labrie y col. (1986) han demostrado que in vitro un tumor andrógeno-dependiente

podía contener poblaciones de una marcada heterogeneidad en cuanto a su capacidad de

crecimiento espontáneo en ausencia de andrógenos y a su capacidad de responder al estímu­

lo hormonal. A partir de estos resultados postularon que el bloqueo completo de la secre­

ción de hormonas proliferativas en los pacientes portadores de tumores HD era indispensa­

ble pues de lo contrario se permitía el crecimiento de las poblaciones hipersensibles. Debido

a que en nuestro modelo no nos es posible aún medir la capacidad de respuesta hormonal

in vitro, evaluamos la sensibilidad hormonal midiendo el nivel y la constante de afinidad

de los RP de los tumores creciendo in vivo. Un aumento en estos parámetros hubiera in­

dicado que los tumores habían adquirido una hipersensibilidad que les permitía crecer en
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medios hormonalmente pobres. Sin embargo, no se observaron modificaciones en los RP

de tumores que retomaron su crecimiento después de haberles retirado la hormona estimu­

latoria (progesterona). Por lo tanto estos tumores no crecieron gracias a un aumento de la

expresión de RP ni a la prevalescencía de receptores con mayor afinidad por la hormona.

Otro factor que podría estimular el crecimiento tumoral en ausencia de esteroides

sexuales es el EGF. A pesar de que en nuestro modelo la sialoadenectomía no tuvo un cla­

ro efecto inhibitorío del crecimiento tumoral, es posible que el EGF secretado por las glán­

dulas salivales cobrara mayor importancia en los animales ovariectomizados. Kurachi y col.

(1985) han informado que las concentraciones de EGF en las glándulas submaxilares de ra­

tones hembras vírgenes aumenta a las 30 semanas de vida. Este incremento se debería a

disfunciones ováricas provocadas por el envejecimiento. Por lo tanto, la ovariectomía podría

ejercer un efecto similar, y en ese caso el EGF podría ser el estimulador del crecimiento

tumoral.

En la línea celular andrógeno-dependiente SC115se ha demostrado que la transición

a la autonomía se produce por una serie ordenada de cambios fenotípicos que son reversi­

bles si la falta de hormonas estimuladoras no se prolonga por encima de un determinado

lapso (Darbre y King, 1984, 1988).En nuestro modelo podría postularse un mecanismo simi­

lar según el cual, las células tumorales que fueron capaces de crecer en ausencia de las hor­

monas estimuladoras y conservaron la respuesta al tratamiento hormonal en el pasaje subsi­

guiente, se encontrarían en las etapas "tempranas" y reversibles de la adquisición del fenoti­

po autónomo.

INHIBICIÓN POR TRATAMIENTOS ESTROGÉNICOS

En nuestro modelo los estrógenos se comportaron como potentes inhibidores del cre­

cimiento de tumores RE+ RP+. Históricamente, siempre se consideró a los estrógenos co­

mo hormonas que estimulan la proliferación celular en sus órganos blanco (Mauvais-Jarvís,

1983). Sin embargo, también se ha observado que bajo determinadas circunstancias, estas
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hormonas pueden inhibir el crecimiento celular. La administración de EZa ratones de la ce­

pa DS portadores del carcinoma de mama andrógeno-dependiente Shionogi 115 (SC115)

redujo el desarrollo tumoral (Nonho y (:ol.,1982).En la línea celular estrógeno-dependiente

MCF-7, el E2, a una concentración de 10“ M, inhibió la proliferación in vitro. Este efecto

no se debería a una actividad citotóxica específica sino a un aumento en la duración del ci­

clo celular (Weichselhaum y COL,1978). También se observaron efectos inhibitorios sobre

la variante C7 MCF-7-173 usando concentraciones más bajas: 3x10"8M a 3x10"° M (Soto

y Sonnemchein, 1985).En Ia clínica una de las terapias hormonales tradicionales en el cán­

cer de mama RE+ era la administración de dosis farmacológicas de estrógenos. Durante

estos tratamientos se observó que, paradójicamente, mujeres premenopáusicas que respondí­

an favorablemente a la ovariectomía (supuestamente por la disminución de los niveles de

estrógenos circulantes) también mostraban regresión tumoral cuando se les administraba do­

sis altas de estrógenos (Vorherr, 1980). En base a estas observaciones se propuso que las

bajas concentraciones de estrógenos ováricos serían estimulatorias mientras que las altas

concentraciones farmacológicas inhibirían el crecimiento tumoral.

También en nuestro modelo tanto la ovariectomía como los estrógenos inhibieron

el desarrollo tumoral, aunque la primera tuvo un efecto antiproliferativo mucho más débil

y restringido que la segunda. Además, la capacidad inhibitoria de los estrógenos no requeri­

ría de concentraciones muy altas ya que el efecto persistió aún cuando se habían alcanzado

niveles séricos fisiológicos (inferiores a los alcanzados por una hembra normal durante la

fase estral del ciclo) (Tabla 8).

No conocemos los mecanismos por los cuales los estrógenos producen regresión

tumoral en nuestro modelo. Las observaciones realizadas in vitro sobre células tumorales

de mama humanas indican que en general la terapia hormonal no sería citotóxica

(Weichselbaum y COL,1978); aparentemente ésta no produce una muerte celular inmediata

sino un cambio en el equilibrio entre la renovación y la muerte celular que da como resulta­

do una lenta disminución del tamaño tumoral (Nordenskjold, 1978).Tampoco se le atribu­

yen efectos citotóxicos a los estrógenos en la terapia hormonal del carcinoma de próstata

en la cual la acción antitumoral se debería a la inhibición de la secreción de andrógenos
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(Ekman y (:oi., 1979) lo cual impediría la proliferación de la células hormonodependientes.

El análisis histológico de los tumores C7-HI que habían regresionado por el trata­

miento con BE mostró grupos de células grandes poligonales con citoplasma claro (Fig. 28).

Esta imagen indica que la regresión tumoral, en este caso, no se debería a un fenómeno de

apoptosis. Este fenómeno se caracteriza porque las células aparecen aisladas o unidas en

pequeños grupos que, en los cortes histológicos tenidos con hematoxilina-eosina, aparecen

como masas redondas u ovales de citoplasma fuertemente eosinófilo, con fragmentos de

cromatina densa (Cotrarzy col., 1989).La apoptosis es el mecanismo responsable de la des­

trucción celular programada que se observa durante la embriogénesís, en la involución hor­

monodependiente normal de algunos órganos como el endometrio (Cotrcm y COL,1989) y

también, durante la regresión de tumores hormonodependientes (Guilino, 1980).

Las modificaciones histológicas que fueron observadas en nuestro modelo durante

la regresión tumoral son muy similares a los observados en el tratamiento estrogénico de

tumores prostáticos (Franks, 1960).En general se propone que los estrógenos actúan sobre

los tumores de próstata en forma indirecta, inhibiendo la secreción de andrógenos que esti­

mulan el crecimiento tumoral (Ekman y COL,1979 ). Sin embargo, en nuestro modelo el e­

fecto antiproliferativo parecería ejercerse directamente sobre las células tumorales ya que

tanto las líneas MPA-D como las autónomas que respondieron al tratamiento eran RE+,

mientras que las RE- no lo hicieron. Además, resultados preliminares indican que el El inhi­

be también in vitro la proliferación de células tumorales C4-HD (Luthy y ('01,,1990). Estas

observaciones, que indican una actividad directa de los estrógenos sobre las células tumora­

les, también descartarían la posibilidad de que la inhibición estrogénica esté mediada por

otros tipos celulares. En ensayos in vitro realizados en la línea MCP-7, el El, a pesar de su

actividad proliferativa, aumentó la sensibilidad de estas células a las células citotóxicas natu­

rales NK (Screpanti y COL,1988). Sin embargo, es poco probable que en nuestro modelo la

inhibición se deba a la actividad de células NK ya que en los estudios histológicos de tumo­

res en regresión no se observaron infiltraciones mononucleares (Fig. 28).

Otro posibilidad es que en nuestro modelo los estrógenos estimulen la actividad de
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factores inhibidores autócrinos o parácrinos. En los tumores inducidos por MPA se han ais­

lado péptidos similares al TGF-B (Elizalde y col., 1990), su síntesis es regulada por MPA

en las lineas MPA-D, y todas las líneas estudiadas presentan receptores (Elizalde y col.,

1991). Este factor inhibe el crecimiento de líneas celulares epiteliales, entre ellas algunas

procedentes de cáncer de mama y, por ejemplo en la línea MCP-7, su secreción puede ser

regulada por estrógenos y antiestrógenos (Dickson y Lippman, 1987). El TGF-B parece ser

importante en la regulación del crecimiento de estas células, ya que en una variante anti­

estrógenos-resistente de la línea MCP-7, la LY 2, se halló que los antiestrógenos habían per­

dido la capacidad de inducir la síntesis del factor (Knabbe y col., 1988).

La actividad antiproliferativa de los estrógenos a través de sus receptores podría ser

explicada por la hipótesis de regulación negativa de la proliferación celular (Soto y

Sonnensdiein, 1987). Según esta hipótesis las células no requerirían de una señal positiva

para comenzar a dividirse sino que la capacidad proliferativa sería constitutiva y únicamente

permanecerian en estado quiescente en presencia de inhibidores séricos que les impedirían

entrar en el ciclo celular. La capacidad estimulatoria de las hormonas (estrógenos, andróge­

nos y, en nuestro caso, progestágenos) sobre células HD se debería a la interacción de estas

hormonas con los inhibidores, impidiéndoles actuar sobre las células blanco. Por otra parte,

dichas hormonas, al alcanzar concentraciones del orden de las constantes de asociación de

sus receptores también actuarían como inhibidores directos (efecto shut-off). Experimental­

mente, esto da como resultado una curva dosis-respuesta de tipo campana: una estimulación

del crecimiento celular que aumenta con la concentración de la hormona hasta que en de­

terminado punto la relación se invierte y el crecimiento celular comienza a disminuir mien­

tras la concentración hormonal sigue aumentando. Según este punto de vista, la inhibición

del crecimiento tumoral provocada por los estrógenos se deberia a una acción directa sobre

las células tumorales a través de sus RE. En nuestro modelo, la ausencia de un efecto esti­

mulatorio podría deberse a una falta de interacción de los estrógenos con inhibidores séri­

cos (estrocoliones) 0 a que las concentraciones resultantes de los tratamientos utilizados in

vivo son demasiado altas como para que la estimulación sea observable .

Los resultados muestran que algunos tumores no fueron inhibibles por los estrógenos
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o después de haber regresionado retomaron su crecimiento. Esto no fue sorprendente dado

que en los tumores que surgen en órganos sensibles a las hormonas esteroideas la progre­

sión hacia la falta de respuesta al control hormonal parece ser inevitable (Foulds, 1969).

Sin embargo, en nuestro caso, la mayoría de los pasajes de los tumores resistentes a los es­

trógenos no habian perdido la sensibilidad a los progestágenos. Por lo tanto estos tumores

estrógeno-resistentes no alcanzaron un estado de hormonoindependencia total. Los estróge­

nos y los progestágenos parecen regular el crecimiento tumoral por distintas vías, de modo

que las células pueden hacerse insensibles sólo a una de las dos hormonas. A pesar de que

el tratamiento estrogénico regula negativamente la expresión de RE, los resultados mues­

tran que la resistencia no puede ser explicada por la falta de receptores disponibles. Los pa­

sajes de tumores resistentes que crecieron en ausencia de estrógenos hasta alcanzar tama­

ños palpables, expresaban RE (Tabla 9) y no fueron inhibidos cuando se les implantó un

pellet de E2 (Fig. Zóf).

PROGRESIÓN DE LOS TUMORES MPA-D HACIA LA AUTONOMÍA

HORMONAL

La progresión puede definirse como la ocurrencia de cambios estables, hereditables

e irreversibles en las características estructurales o de comportamiento en el desarrollo de

un tumor (Foulds, 1956).Tales cambios pueden dar como resultado un aumento en la velo­

cidad de crecimiento, modificaciones de los signos visibles de diferenciación, un aumento

de la independencia de influencias hormonales, etc. (Squartiní, 1979). En nuestro modelo

hemos observado que los tumores MPA-D tendían hacia un crecimiento menos controlado

dado que: 1) durante los sucesivos pasajes algunas de las líneas fueron adquiriendo una ma­

yor velocidad de crecimiento, tanto en presencia como en ausencia de la hormona (Fig. 4);

2) en los animales ovariectomizados, la remoción de la hormona estimulatoria (MPA o P)

produjo una regresión tumoral significativa; sin embargo, todos los tumores retomaron su

crecimiento a diferentes intervalos reteniendo sus RE y RP (Tabla 6) ; 3) en algunos casos

los tumores capaces de retomar el crecimiento resultaron autónomos en los pasajes subsi­

guientes (sobre todo los provenientes de pasajes avanzados, ver Fíg 20); 4) algunos de los
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tumores desarrollaron resistencia al tratamiento inhibitorio estrogénico, y conservaron esta

resistencia en los pasajes subsiguientes.

Después de un cuidadoso análisis de cientos de tumores mamarios de ratón, Foulds

(1956) propuso ciertas reglas que regularían la progresión. Dos de estas reglas se observaron

claramente en nuestro modelo:

1)Progresión independiente de caracteres: la progresiónocurre independientemente en

distintos caracteres de un mismo tumor;

b) para cada carácter la progresión puede ser continua o discontinua, es decir a través

de cambios graduales o abruptos.

En nuestro modelo la velocidad y la autonomía del crecimiento tumoral parecen

ser dos caracteres diferentes que pueden progresar de manera independiente. Las observa­

ciones que lo sugieren son : 1) la permanencia de la sensibilidad hormonal en los sucesivos

pasajes a pesar del aumento de la capacidad proliferativa (Fíg. 4), y 2) los tumores de pasa­

jes tempranos que eventualmente adquieren un comportamiento autónomo, en presencia
de MPA tienen una velocidad de crecimiento similar al de los tumores MPA-D de la misma

generación (Figs. 19 a y b). Por lo tanto pude decirse que existen por lo menos dos procesos

que llevarían a la adquisición de un crecimiento autónomo:

1) Un aumento progresivo de la velocidad de crecimiento tanto en presencia como en au­

sencia de la hormona. Este proceso puede llevar a que los tumores MPA-D alcancen una

velocidad de crecimiento máxima la cual no puede ser superada ni siquiera en presencia de

MPA (crecimiento autónomo).

2) Cambios más abruptos que permiten que el tumor crezca en ambientes depletados de

hormonas sin que esto involucre un crecimiento más veloz en presencia de las mismas.

El aumento progresivo de la capacidad proliferativa de los tumores podría deberse

a un genuino proceso de progresión en el cual la acumulación de pequeños cambios genéti­
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cos a través de las generaciones permitiría que una población celular adquiriese una capaci­

dad proliferativa cada vez mayor. Otra posibilidad es que los tumores primitivos estuviesen

conformados por distintas subpoblaciones con diferentes velocidades de proliferación y a

través de los pasajes las más rápidas fuesen seleccionadas.

Nuestros experimentos muestran que el aumento de la capacidad proliferativa se

cumplió gradualmente en condiciones hormonales estables (por ejemplo, Fig. 4), mientras

que la capacidad de crecer en ausencia de MPA o P sin que hubiera cambiado la velocidad

de crecimiento en presencia de éstas, se produjo de manera más abrupta y, en general, en

condiciones de crecimiento desfavorables (Figs 19h y 20). Cuando se sometió a los animales

portadores de tumores MPA-D a tratamientos en los cuales se manipulaban las condiciones

hormonales, la progresión hacia la autonomía hormonal fue más frecuente. Sin embargo,

la adquisición de un fenotipo hormonoindependiente no fue una condición ineludible para

la supervivencia de las células tumorales en medios depletados de hormonas proliferativas.

El comportamiento de los subpasajes de tumores que retomaron crecimiento luego de la

remoción del MPA o P en ratones ovariectomizados fue heterogéneo. Cuando este trata­

miento se llevó a cabo en animales portadores de pasajes tempranos, el fenotipo MPA-D

fue el predominante en los subpasajes, mientras que al repetirse el experimento usando pa­

sajes más avanzados, el comportamiento autónomo fue el más frecuente (Fig. 20).

Como vimos antes, el hecho que una subpoblación celular adquiera un comporta­

miento MPA-I no necesariamente implica que la velocidad de crecimiento en presencia de

la hormona sea mayor que en su contraparte MPA-D, por lo tanto a través de los pasajes

realizados a partir de animales tratados con MPA pudieron aparecer subpoblaciones autóno­

mas que no fueron positivamente seleccionadas hasta que no se produjo una disminución

de los niveles de hormona circulante. Como se discutió más arriba, al menos en la línea C7­

HD, hubo una clara progresión hacia la autonomía hormonal a través de los sucesivos pasa­

jes, aún en presencia de MPA. Por lo tanto, cuando se les retiró la hormona a los animales

ovariectomizados, la selección debida a la ausencia de hormonas estimuladoras sobre tumo­

res que estaban en estadíos de progresión más avanzados pudo dar como resultado una ma­

yor frecuencia de tumores autónomos.
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En los tumores que adquirieron un crecimiento autónomo los niveles de los RE y

RP no sufrieron modificaciones importantes (Tabla 6). Por lo tanto estas neoplasias difieren

de las inducidas por progesterona y estrógenos en la cepa GR, en las cuales sólo las células

que no expresaban receptores eran capaces de proliferar en ausencia de las hormonas esti­

mulatorias (Sluyser y Van Nie, 1974). Tal como lo hace notar King (1990) en el caso de las

células estimulables por estrógenos, la pérdida de un sistema hormona-receptor funcional

no es una "ventaja adaptativa" en un medio con poca disponibilidad de hormonas estimula­

doras, por lo tanto la capacidad de crecer en estos medios puede ser adquirido sin pérdida

del receptor funcional (Darbre y King, 1987). En cambio, en presencia de una hormona in­

hibidora, las poblaciones celulares con un receptor mutado tendrían mayor capacidad proli­

ferativa. Esta idea es avalada por la serie de experimentos en los cuales células de linfomas

inhibibles por glucocorticoides eran desensibilizadas por mutagénesis experimental. Más del

90% de los clones insensibles mostraban defectos en el receptor de glucocorticoides (desde

su aparente pérdida hasta la aparición de receptores con propiedades de unión nuclear abe­

rrantes) (King, 1990).En nuestro modelo, los tumores que se hicieron resistentes a la inhibi­

ción estrogénica no habían perdido la capacidad de expresar RE (Tabla 9). Sin embargo es

lógico suponer que en las células creciendo en un medio con una hormona fuertemente in­

hibitoria, la misma ya no ejerce la actividad biológica que tiene sobre los tumores sensibles.

En estos tumores pudieron haber ocurrido modificaciones que alterasen la funcionalidad

del complejo hormona-receptor en pasos posteriores a su formación. No sabemos si todos

los tumores resistentes a estrógenos han sufrido las mismas modificaciones pero en todos

los casos estos cambios fueron estables y persistieron en los subpasajes correspondientes.

Por lo tanto, a diferencia de los tumores MPA-D capaces de crecer en ausencia de progestá­

genos, la falta de respuesta al tratamiento en los tumores resistentes a estrógenos no pare­

ciera deberse a cambios fenotípicos reversibles.

Estos resultados indican que la aplicación de un inhibidor potente pone a los tumores

en una situación muy distinta de la remoción del agente estimulador. La primera es mucho

más comprometida y sólo aquellas células que puedan encontrar una vía de escape serán

capaces de sobrevivir en presencia del inhibidor. En la segunda, las células HD podrian per­

manecer quiescentes por largo tiempo hasta adquirir las modificaciones necesarias para po­
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der crecer, o hasta que se seleccione una subpoblación celular preexistente con capacidad

de proliferar en un medio pobre en hormonas estimuladoras.

PROGRESIÓN A LA AUTONOMÍA Y ONCOGENES

En algunos modelos de cáncer de mama se ha investigado la posibilidad que la pro­

gresión hacia la hormonoindependencia esté asociada con la activación de oncogenes. Aun­

que no tenemos evidencias a favor ni en contra de que éste sea el mecanismo actuante en

la progresión de los tumores MPA-D, a continuación se indican brevemente casos en los

cuales se ha observado que la activación de oncogenes podría estar involucrada en la adqui­

sición del fenotipo autónomo.

La transfección de células MCP-7 de cáncer de mama humano con el oncogén H-ras

permite que se active el fenotipo transformado en ausencia de E2. Kasid y col. (1985) han

informado que las células transfectadas no responden a la estimulación estrogénica in vitro

y fueron totalmente tumorigénicas en ratones hembras nude ovariectomizadas sin tratamien­

to estrogénico. También Sukumar y col. (1988) han informado que el oncogen H-ras activa­

do les confiere a las células MCP-7 una capacidad proliferativa que les permite superar par­

cialmente el requerimiento de estrógenos in vitro. Sin embargo, según estos autores, los ra­

tones nude ovariectomizados no presentaban tumores si no recibían tratamiento estrogénico.

En ratones transgénicos portadores del oncogén c-mycunido al promotor de la prote­

ína WAP de la leche, que es regulado por hormonas como prolactina, insulina e hídrocorti­

sona, se observó una alta incidencia de tumores de mama luego del primer período de lac­

tancia. Por lo tanto la aparición de tumores parecía estar controlada por hormonas. Sin em­

bargo, en los tumores, se sintetizaban constitutivamente proteínas cuya transcripción nor­

malmente estaba reguladas por las hormonas mencionadas. Por lo tanto la presencia del

oncogén unido al promotor independizaba a las proteínas del control hormonal (Groner y

COL, 1988).
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Otro caso en el cual se observó una relación entre la progresión hacía la hormono­

independencia y los oncogenes fue en la cepa GR. En estos ratones la expresión de un pro­

virus MMTV endógeno induce la aparición de adenocarcínomas de mama. Estos tumores

son hormonodependientes en una primera etapa pero posteriormente adquieren un creci­

miento autónomo. Se demostró que los tumores hormonodependientes eran oligoclonales

y estaban compuestos de poblaciones celulares con inserciones provirales cerca de los onco­

genes celulares int-1, int-2 e ¡nt-4. Cuando estos tumores fueron transplantados, las células

positivas para int-l e int-2 desaparecieron y los tumores correspondían a clones de las célu­

las positivas para int-4. El cambio abrupto de la composición del tumor cuando se hace hor­

monoindependiente sugiere que sólo en las células positivas para int-4 se ha producido algu­

na modificación que les ha permitido adquirir la capacidad de crecer autónomamente (Nus­

se y 001., 1988).

RESUMIENDO:

El crecimiento de la mayoría de los adenocarcinomas de mama inducidos por MPA

es regulado positivamente por progestágenos y factores ováricos, y negativamente por estró­

genos exógenos. La capacidad de responder al control hormonal es un carácter estable en

la mayoría de las líneas. Sin embargo, en algunos casos los tumores adquieren un crecimien­

to autónomo, independiente de los factores de regulación tanto positivos como negativos.

Además, se observó que la falta de respuesta a hormonas estimuladoras e inhibidoras no

estaba asociada: los tumores podían hacerse insensibles a las primeras pero no a las segun­

das y viceversa.
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ESTUDIOS DE LA CAPACIDAD TUMORIGENICA DEL MPA

EFECTO DEL MPA EN LA CEPA C3H

El MPA induce adenocarcinomas de mama en la cepa BALB/c diferentes de los in­

ducidos por activación del MMTV en las cepas de alta incidencia. En estas últimas, los tu­

mores se asocian a lesiones preneoplásicas lobulillares, mientras que en nuestro modelo las

lesiones preneoplásicas asociadas son de tipo ductal (Molinolo y co[., 1987). La cepa C3H

es portadora del virus oncogénico, lo transmite durante el amamantamiento y el crecimiento

de los tumores no es afectado por hormonas endógenas o exógenas (Squartíni, 1979). Las

diferencias morfológicas y de regulación hormonal entre los tumores inducidos por uno u

otro agente indicarían que el MMTV y del MPA actúan a través de mecanismos diferentes.

Sin embargo, esta hormona fue capaz de aumentar la incidencia tumoral en la cepa C3H

aunque los tumores que aparecieron en el grupo con MPA fueron semejantes a los del gru­

po no tratado y muy diferentes de los inducidos en los ratones BALB/c. Además de presen­

tar una morfología lobulillar, los tumores de los ratones C3H eran HI y expresaban niveles

muy bajos o nulos de receptores de esteroides. Nagasawa y col. (1988) también observaron

que el MPA aumentaba la incidencia de tumores de mama en otra cepa de alta incidencia

(SHN). Sin embargo, a pesar de este efecto tumorigénico, la misma hormona inhibió la for­

mación de lesiones preneoplásicas HAN en la misma cepa (Nagasawa y COL,1985).

El MPA podría aumentar la tumorigénesis espontánea en la cepa C3H a través de

distintos mecanismos:1) activando el MMTV endógeno a través de su actividad gluco­

corticoidea, androgéníca o progestagénica. Los glucocorticoides,losandrógenos y la pro­

gesterona son capaces de inducir la transcripción del virus MMTV in vitro (Cato y col.,

1988). El MPA, además de su actividad progestagénica, puede actuar como andrógeno o

glucocorticoide (Bullock y col., 1975,Follow y col., 1988). Por lo tanto, esta hormona podría

aumentar la tumorigénesis espontánea en cepas portadoras del virus a través de la activa­

ción del promotor viral; 2) estimulando la proliferación de células ya transformadas

por el MM'I'V endógeno: aunque en general se le asigna a la progesterona un rol en la
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diferenciación más que en la proliferación, Russo y col. (1989) observaron que el tratamien­

to de ratas con dosis altas de MPA inhibía la diferenciación de las mamas y aumentaba el

poder carcinogénicodel DMBA;3) estimulando la secreción de EGF de las glándulas

submaxilares del ratón: Kurachi y col. (1985) demostraron que la sialoadenectomía dismi­

nuía la incidencia de cáncer de mama en ratones C3H/HeN y que dicho efecto se revertía,

al menos parcialmente, con la administración de EGF. Dado que el MPA es un potente es­

timulador de la producción de EGF en glándulas salivales de ratón (Bullock y 001.,1975)

éste es otro posible mecanismo de promoción tumoral.

EFECTO DE LA OVARIECI‘OMÍA SOBRE LA CAPACIDAD TU MORIGÉN ICA

DEL MPA EN HEMBRAS VÍRGENES BALB/c

La capacidad tumorigénica del MPA fue significativamente disminuida cuando los

animales tratados habían sido previamente ovariectomizados. La relación de los ovarios con

la tumorigénesis mamaria murina espontánea o inducida por carcinógenos químicos es un

hecho bien documentado. Tanto en ratas como en ratones la ovariectomía a edad temprana

disminuyó significativamente la incidencia de tumores de mama espontáneos (Welsch y

Nagas'awa, 1977). En ratas se observó que la ovariectomía 30 días antes del tratamiento con

carcinógenos químicos impedía la aparición de tumores (Dao, 1962).Por lo tanto parecería

que hormonas o factores provenientes del ovario serían fundamentales para la activación

del virus MMTV endógeno en las cepas de alta incidencia y también intenvendrían en la

transformación por carcinógenos químicos del epitelio mamario. En nuestro modelo, hormo­

nas o factores ováricos intervienen tanto en el crecimiento de los tumores transplantados

como en la inducción de los tumores. Como se mencionó previamente, no sabemos cuáles

son los factores ováricos secretados en presencia de concentraciones altas de MPA. Los mis­

mos factores que se postularon como posibles reguladores del crecimiento tumoral: activi­

nas, inhibinas, IGF-I y bajas concentraciones de estrógenos, podrían también aumentar la

tumorigenicídad del MPA. Los posibles mecanismos de acción de estos factores son los si­

guientes: 1) que actúen sobre la mama normal aumentando la susceptibilidad o el número

de células blanco; ó 2) que estimulen la proliferación de células ya transformadas tal como
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se observó en los pasajes singeneicos de los tumores inducidos por MPA.

Otra posibilidad es que la ovariectomía provoque la inhibición de la capacidad tumo­

rigénica del MPA por modificaciones de las glándulas mamarias debido a la ausencia tem­

poral de esteroides sexuales. Las hembras fueron operadas a los 2 meses de edad, un mes

antes de comenzar el tratamiento con MPA; sería posible que la falta de esteroides sexuales

durante ese período hubiera alterado la morfología o desarrollo de las glándulas mamarias

de manera tal que modificara la actividad del MPA sobre las mismas.

Aunque todavía no es posible descartar ninguna de estas hipótesis el hecho de que

la latencia de aparición, la histología y el comportamiento y contenido de RE y RP de los

pasajes de los tumores inducidos por MPA en hembras intactas u ovariectomizadas sean

muy similares indicaria que las hormonas o factores secretados por los ovarios no modifica­

rían sustancialmente los mecanismos carcinogénicos ni las células blanco del MPA.

EFECTO DE LA SIALOADENECI‘OMÍA SOBRE LA CARCINOGENICIDAD DEL

MPA EN HEMBRAS VÍRGENES BALB/c

La sialoadenectomía practicada un mes antes del comienzo del tratamiento con MPA

disminuyó significativamente la incidencia tumoral respecto de los controles no operados

(31,6% vs 98,5%). Este resultado es similar al que obtuvieron Kurachi y col. (1985) en la

cepa C3H/HeN en la cual la sialoadenectomía disminuyó la incidencia de tumores espontá­

neos de mama de un 62,5% a un 12,8%. Según este autor esto se debería a una disminución

en el aporte de EGF de las glándulas salivales. Ésta sería una posible explicación también

en nuestro modelo dado que el MPA aumenta significativamente la concentración de este

factor en las glándulas salivales (Bullock y COL,1975). De manera similar a lo planteado

para la ovariectomía, la contribución de las glándulas salivales en la tumorigénesis por MPA

puede deberse: 1) a una facilitación de la acción tumorigénica del MPA actuando previa

o conjuntamente con la hormona sobre el epitelio mamario, y/o 2) a un estímulo prolifera­

tivo de células transformadas. La primera posibilidad es factible dado que el EGF estimula
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la proliferación e inhibe la diferenciación funcional de las células del epitelio mamario nor­

mal del ratón (Dembinskí y Shia, 1987), tal como fue planteado para la ovariectomía, modi­

f¡caciones en el desarrollo de la mama podrían alterar la acción de la hormona sobre el mis­

mo tejido. En cuanto a la segunda posibilidad, si los factores provenientes de las glándulas

salivales solamente estimularan el crecimiento de células previamente transformadas, enton­

ces debe suponerse que los tumores inducidos por MPA pierden rápidamente la dependen­

cia a dichos factores dado que, a diferencia de la ovariectomía, no hubo un claro efecto an­

tiprolíferativo de la sialoadenectomía en los transplantes de tumores inducidos por MPA

hormonodependientes o autónomos.

Kurachi y col. (1985) proponen que en las hembras C3H/HeN las disfunciones ovári­

cas debidas al envejecimiento provocarían un aumento en los niveles de EGF producidos

por las glándulas salivales. Por lo tanto suponen que la disfunción ovárica aumenta la inci­

dencia tumoral a través de un aumento en la secreción de EGF. En nuestro modelo, el he­

cho que la ovariectomía y la sialoadenectomía tengan un efecto tan parecido en la tumori­

génesis mamaria de ratones BALB/c, hace que también nos preguntemos si no existirá algu­

na interrelación entre la acción de estos dos órganos y la inducción de tumores de mama

en el ratón.

A pesar de que el EGF parece ser el candidato ideal para ejercer un rol preponde­

rante en la carcinogénesis mamaria inducida por MPA, no podemos descartar que en el pro­

ceso estén involucrados otros factores sintetizados por las glándulas submaxilares, como por

ejemplo el factor de crecimiento de los nervios (NGF) (Cohen, 1960).

Los tumores que surgieron en animales sialoadenectomizados también fueron muy

similares a los de los animales no operados en cuanto a la latencia de aparición, a sus carac­

terísticas histológicas y a la sensibilidad hormonal de los pasajes. Por lo tanto es probable

que la ausencia de factores de las glándulas salivales, taJ como ocurre con los ovarios, no

modifiquen sustancialmente los mecanismos de acción ni las células blanco del MPA.
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EFECTO DE LA ADMINISTRACIÓN DE PROGESTERONA

En los pasajes singeneicos habíamos observado que la P tuvo el mismo efecto proli­

ferativo que el MPA sobre el crecimiento de los tumores MPA-D. Aunque esto indicaba

que la actividad del MPA sobre los tumores en crecimiento se debería a su actividad pro­

gestagénica, no sabíamos si la P tendría también la capacidad de inducir adenocarcinomas

de mama en la cepa BALB/c. Para comprobarlo, los ratones fueron implantados con pellets

de P y utilizamos como control hembras implantadas con pellets de MPA (60 mg de cada

progestágeno a lo largo de todo el experimento). En ambos grupos hubo una incidencia sig­

nificativa de tumores de mama. Este experimento demostró no sólo que la P también indu­

ce tumores sino que tanto esta hormona como el progestágeno sintético eran carcinogénicos

aún cuando las cantidades administradas habían sido reducidas más de tres veces respecto

de los experimentos en los que se usó MPA depot.

En el grupo tratado con P la incidencia tumoral fue significativamente menor que

en el grupo implantado con pellets de MPA. Dado que este progestágeno tiene mayor afini­

dad por los RP (Pollow y COL,1988) en un primer momento supusimos que los mecanismos

carcinogénicos del MPA y la P serían similares y las diferencias cuantitativas se deberían

a la mayor potencia de la hormona sintética. Sin embargo, los tumores de los animales tra­

tados con P fueron distintos de los que aparecieron en los tratados con MPA. En la mayoría

de los casos, los adenocarcinomas inducidos por MPA fueron ductales, con altos niveles de

RE y RP, y de comportamiento HD en los pasajes subsiguientes. En cambio, la mayoría de

los tumores inducidos en los animales tratados con P fueron carcinomas lobulillares con ni­

veles bajos de RE y RP, y de comportamiento autónomo en los pasajes subsiguientes.

Anteriormente se mencionó que los tumores inducidos por MPA, al igual que la ma­

yoría de los inducidos por carcinógenos químicos, fueron precedidos por lesiones preneoplá­

sicas ductales, mientras que los tumores de mama inducidos por el MMTV en general eran

precedidas por lesiones hiperplásicas lobulillares (HAN). Además, mientras que los tumores

inducidos por MPA, lo mismo que los inducidos por uretano en C57xDBAf F1 y en

BALB/c conservaron los receptores hormonales y la hormonodependencia a lo largo de nu­
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merosos pasajes (Watson y col., 1979), el crecimiento de la mayoría de los tumores induci­

dos por activación del MMTV no era regulable por hormonas (Squartini, 1979). Estas ob­

servaciones indican que mientras que los tumores inducidos por MPA resultaron semejantes

a los inducidos por carcinógenos químicos, los inducidos por P mostraron más similitudes

con los que involucran al MMTV.

Las diferencias encontradas entre los tumores inducidos por MPA y P podrían deber­

se a que:

1) Las células blanco de la P y el MPA fuesen las mismas, pero los niveles de hormona

activa en los animales tratados con P podrían ser menores. Esto llevaría a una selección de

células de crecimiento autónomo. Las células con distinta dependencia hormonal tendrían,

además, distinta localización en la glándula mamaria: las células ductales transformadas da­

rían lugar a tumores HD, mientras que las células lobulillares originarían tumores HI.

2) La P y el MPA actuasen sobre células blanco distintas, dando lugar a tumores de

morfología y patrones de crecimiento diferentes.

El montaje total de las glándulas mamarias de los animales sacrificados cuando los

niveles de hormona circulante eran todavía altos, mostró alteraciones morfológicas distintas

según los animales hubiesen sido tratados con MPA o con P. Mientras que en los primeros

predominaron las alteraciones a nivel de los conductos, en los tratados con P se observaron

sobre todo hiperplasias lobulillares. Estas observaciones sugieren que los dos progestágenos

actúan principalmente sobre células blanco diferentes. No obstante, el MPA en altas con­

centraciones también sería capaz de inducir tumores de mama de origen lobulillar como lo

muestran los resultados obtenidos en el grupo tratado con 160 mg de MPA depot (Tabla

14).

Con respecto a la asociación que observamos entre el tipo celular transforma­

do y la hormonodependencia de los tumores, es interesante mencionar que en la cepa C3H

en la cual el crecimiento tumoral es absolutamente HI sólo células lobulillares son transfor­
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madas por el MMTV (Smith y col, 1980) mientras que en la GR el MMTV es capaz de

transformar células lobulillares y ductales (Van Nie, 1981).

También en otros modelos murinos se ha demostrado que el MPA y la P podían te­

ner efectos distintos sobre las glándulas mamarias. En la cepa de ratones SHN, la P estimu­

laba el desarrollo y la progresión de las lesiones hiperplásicas lobulillares (HAN), mientras

que el MPA inhibía su formación, aunque este progestágeno aumentaba la tumorigénesis

mamaria (Nagasawu y COL,1988). En el modelo de rata, se ha demostrado que la P inducía

diferenciación lóbulo-alveolar en el tejido mamario (Russo y col., 1982), mientras que el

MPA no favorecía la diferenciación y aún la inhibía cuando el progestágeno era administra­

do en dosis más altas (Russo y col., 1989).

La fuerte actividad glucocorticoidea del MPA (Follow y col., 1988) podría brindar

una explicación a las diferencias observadas en la acción de los dos progestágenos. La admi­

nistración de glucocorticoides (GC) y P a ratas ovariectomizadas, hipofisectomizadas y adre­

nalectomizadas tuvo distintos efectos sobre el desarrollo de la glándula mamaria. La inocu­

lación de estrógenos, acetato de desoxicorticosterona (glucocorticoide) y hormona de creci­

miento provocaba la proliferación ductal, mientras que el agregado de progesterona, prolac­

tina y prednisolona producía el desarrollo lóbulo-alveolar que típicamente se observa en es­

tos animales durante las fases tardías de la preñez (Dembíanskí y Shiu, 1987). Por otra par­

te la P inhibe la lactogénesis, mientras que los GC la estimulan (Haslam, 1987). Estas

actividades antagónicas podrían estar brindándole al MPA, actuando como agonista de los

GC, otros mecanismos de acción o células blanco alternativas.

Además se ha demostrado que el MPA puede tener una fuerte actividad androgénica

(Bullock y col., 1975). Durante el desarrollo embrionario de los ratones machos, las células

mesenquimáticas adyacentes al epitelio mamario expresan receptores de andrógenos

(Kratochwíl, 1976). Estas células mesenquimáticas participan en la destrucción del epitelio

mamario que, más tarde, inducen los andrógenos (Heuberger y 001.,1982). Si las glándulas

mamarias de las hembras BALB/c adultas expresaran receptores para andrógenos, entonces,

a través de éstos, el MPA podría provocar alteraciones morfológicas y/o funcionales que
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modificaran su actividad progestagénica.

Finalmente, sería posible que el MPA o sus metabolitos actuasen como carcinógenos

quimicos específicamente sobre células ductales. García Heras y col. han demostrado que

en fibroblastos (1982a) y linfocitos (1982b) cultivados en presencia de bajas concentraciones

de MPA, se produce un aumento en el intercambio de cromátides hermanas. La mayoría

de los carcinógenos químicos aumentan el intercambio entre cromátides hermanas o pro­

ducen aberraciones cromosómicas (Carrano y (701.,1978). En cuanto a la especificidad, es

bien reconocida la especificidad tisular de muchos carcinógenos químicos. En algunos casos

los tumores surgen únicamente en los tejidos en los cuales el carcinógeno es activado meta­

bólicamente (por ejemplo la dimetilhidracina en intestino) (Baló, 1979).Otros carcinógenos,

como las nitrosoureas, actúan específicamente sobre determinados tejidos aunque no

requieran activación metabólica y se distribuyan homogéneamente en el organismo. En ese

caso es posible que la respuesta se encuentre en los distintos mecanismos de reparación del

ADN (Brooks, 1980).Sea cual fuere la causa de la especificidad, el MPA podría tener capa­

cidad mutagénica sólo sobre células ductales. La actividad transformante del MPA sobre

este tipo celular no involucraría la pérdida de la capacidad de responder a estímulos hormo­

nales. Mientras tanto, la P podría estar actuando principalmente a través de los RP estimu­

lando el desarrollo lobulillar. Durante esta proliferación masiva podrían surgir células con

la capacidad de crecer autónomamente, dando origen a tumores hormonoindependientes.
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CQELCLLLSIQHES

Los adenocarcinomas ductales inducidos por MPA son altamente regula­

bles por hormonas: son estimulables por MPA o P e inhibibles por estró­

genos aún en dosis bajas y en presencia de las hormonas estimuladoras,
MPA o P.

En este modelo, la progresión a la autonomía de hormonas estimulato­

rias e inhibitorias ocurre independientemente y sin cambios observables

en e] contenido de receptores.

El crecimiento en ausencia de tratamiento hormonal no se debe, necesa­

riamente, a una progresión a la hormonoindependencia. Estos tumores

tienen características similares (RE; RP y HD) a los que crecen en pre,­
sencia de MPA o P.

Factores y/u hormonas ováricas aumentan la capacidad carcinogénica

del MPA y estimulan el crecimiento de transplantes tumorales.

Factores provenientes de las glándulas salivales aumentan la capacidad

carcinogénica del MPA.

La P tiene un efecto similar al del MPA en la estimulación del creci­

miento de los transplantes tumorales y también tiene capacidad carcino­

génica, pero los tumores inducidos son autónomos y tienen unahistogé­

nesis distinta.
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El MPA también aumenta la incidencia de cáncer de mama en una cepa

portadora de MMTV. Los tumores que surgen en los animales tratados

son similares a los espontáneos.

Independientemente de la vía de inducción, el fenotipo HD se asocia a

la morfología ductal y el HI a la lobulillar.
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BERSBECIÏIXAS

En el modelo experimental que hemos desarollado en la cepa BALB/c, el acetato

de medroxiprogesterona y la progesterona inducen hiperplasias epiteliales que originan car­

cinomas de mama, en su gran mayoría ductales (cuando los animales fueron tratados con

MPA), con un pequeño porcentaje de carcinomas lobulillares (más frecuentes en los ratones

tratados con P). En conjunto, ambos tipos histológicos representan el espectro del 90% de

los carcinomas de mama humanos. Los carcinomas ductales y lobulillares difieren en su

origen tisular, en su histología, biología y en su comportamiento ante distintos estímulos

hormonales. Estas diferencias nos permitirán estudiar cuáles son los mecanismos de regula­

ción que se alteran en diferente sectores de la glándula mamaria desde los primeros estadí­

os de la carcinogénesis. Además, mediante la manipulación in vivoe in vitro, se podrá inves­

tigar la influencia que tienen en estos procesos los distintos factores (hormonas y otros) que,

como se ha demostrado, participan en la regulación del crecimiento de las células neoplasi­

cas. El conocimiento de las sucesivas alteraciones en los mecanismos de control y su corre­

lato morfológico nos pueden dar información directa no sólo sobre cuáles son las células

blanco de la acción de estos progestágenos, sino también sobre cuál es el momento en que

las lesiones, en un principio de carácter benigno, experimentan transformación neoplásica.

En otras palabras, hasta qué momento las alteraciones son reversibles.

Un momento crucial en la evolución de los tumores cuyo crecimiento es regulado

por hormonas, es la adquisición del fenotipo hormonoindependiente. Tanto en nuestro mo­

delo como en todos los cánceres hormonodependientes humanos, los tumores adquieren la

capacidad para crecer aún en ausencia de las hormonas tróficas y/o pierden la capacidad

de responder a las hormonas (o antihormonas) inhibidoras. Las consecuencias de la pérdida

de estos mecanismos de control son comparables a las implicancias de la propia transforma­

ción neoplásica. Los sucesivos cambios que en la evolución de una célula tumoral la alejan

de los mecanismos normales de control de crecimiento, le confieren ventajas sobre el resto

y ayudan a la amplificación de ese clon en particular que se convertirá en el dominante. Es­

tos cambios guardan una estrecha correlación con la adquisición de un fenotipo más malig­
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no, crecimiento desmedido, invasión de estructuras vecinas y eventual diseminación, que en

conjunto constituyen la problemática más importante en el cáncer humano.

Una de las mayores esperanzas para lograr la cura del cáncer reside en la posibilidad

de revertir el proceso de alejamiento de los mecanismos de control normales, de manera

de reencauzar a las células neoplásicas a su vía de diferenciación y regulación normal. Para

lograrlo es fundamental determinar los mecanismos subyacentes en el apartamiento del con­

trol homeostático. Hallarlos es uno de los grandes desafíos que se le presentan hoy a las

ciencias médicas.
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ESTUDIOS DE LA REGULACIÓN DEL CRECIMIENTO TUMORAL

En nuestro laboratorio se demostró que el tratamiento con MPA induce adenocarci­

nomas de mama en hembras vírgenes BALB/c. A partir de estos tumores se originaron dis­

tintas líneas tumorales in vivo, la mayoria de las cuales dependían del MPA para su creci­

miento en los animales transplantados.

Respecto a la capacidad regulatoria del MPA sobre el crecimiento tumoral, los resul­

tados obtenidos muestran que:

a. En las líneas dependientes de MPA (MPA-D), esta hormona fue capaz de estimular

el crecimiento tumoral, aún mucho tiempo después de que los tumores habían sido

transplantados.

b. La remoción de la hormona provocó la regresión de tumores ya palpables que, sin

embargo, retomaron su crecimiento algunas semanas más tarde. En los pasajes subsi­

guientes la mayoría de estos tumores retuvieron sus receptores hormonales y su com­

portamiento MPA-D.

c. La ovariectomía retardó, aún en presencia del MPA, el crecimiento de los tumores

MPA-D, pero no afectó el crecimiento de los tumores autónomos.

d. En las líneas MPA-D la P tuvo una actividad estímulatoria similar a la del MPA.

e. En los animales sialoadenectomizados el MPA no perdió la capacidad de estimular
el crecimiento tumoral.

f. El MPA disminuyó los niveles de RP y aumentó los niveles de RE en las lineas

MPA-D.

A continuación se estudió la capacidad inhibitoria de los estrógenos sobre tumores

MPA-D y autónomos RE+:

a. Todas las dosis utilizadas de BE y de E4 inhibieron el crecimiento y produjeron la
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regresión de los adenocarcinomas inducidos por MPA, de los tumores primarios y

de sus metástasis, aún en presencia de MPA o P.

b. Las dosis más altas de BE no inhibieron el crecimiento de adenocarcinomas de ma­

ma espontáneos RE-.

c. Entre un 20 y un 50 % de los tumores MPAoD se hicieron resistentes al tratamiento

estrogénico. En los pasajes subsiguientes estos tumores permanecieron resistentes a

estrógenos y la mayoría conservó el patrón MPA-D.

ESTUDIOS DE INDUCCIÓN TUMORAL

En este trabajo también se llevaron a cabo experimentos en los cuales se investigó

si la ovariectomía o la sialoadenectomía afectaban la capacidad tumorigénica del MPA y

si la P también era capaz de inducir tumores de mama. Los resultados mostraron que:

a. El tratamiento con MPA aumenta la incidencia de tumores de mama en una cepa

portadora de MMTV como C3H.

b. Tanto la ovariectomía como la sialoadenectomía redujeron significativamente la ca­

pacidad tumorigénica del MPA.

c. El tratamiento con P indujo tumores de mama en hembras vírgenes BALB/c. Los

tumores inducidos por P fueron diferentes a los inducidos por MPA, mientras que

éstos fueron mayoritariamente de histología ductal y HD, los inducidos por progeste­

rona fueron de morfología lobulillar y HI.

d. Tanto en los tumores inducidos por MPA como por P se encontró que la morfología

ductal se asociaba a un crecimiento HD, mientras que la morfología lobulillar estaba

asociada a un patrón de crecimiento autónomo.

A partir de estos resultados se puede concluir que los progestágenos sintéticos y natu­

rales inducen, en la cepa BALB/c, adenocarcinomas de mama ductales y lobulillares que

difieren entre sí en su sensibilidad hormonal. Mientras que la mayoría de los tumores ducta­
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les son muy sensibles a la presencia de hormonas y factores estimulatorios e inhibitorios,

los tumores lobulillares presentan un crecimiento autónomo. Dado que en las mujeres apa­

recen tumores mamarios con ambas morfologías, este modelo brinda la posibilidad de estu­

diar los eventos que determinan y regulan el crecimiento de los dos tipos de neoplasias.
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GLOSARIO



ACTH:

BE:

DH:

DHT:

DMBA:

EGF:

FSH:

GC:

HAN:

HD:

HI:

IGF:

LH:

LHRH:

MCA:

MMTV:

MPA:

MPA-D:

MPA-I:

RE:

REGF:
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adrenocorticotrofina.

benzoato de estradiol.

híperplasías ductales.

dihídrotestosterona.

7,lZ-dímetilbenzantraceno.

17-B-estradiol.

factor de crecimiento epidérmico.

hormona folículo estimulante.

glucocorticoídes.

nódulos hiperplásicos lobulillares.

hormonodependiente.

hormnnni...' r A" ‘

factor similar a la insulina.

hormona luteinízante.

hormona liberadora de la hormona luteinízante.

3-metilcolantreno.

virus del tumor de mama de ratón.

acetato de medroxiprogesterona.

dependiente de MPA.

independiente de MPA.

progesterona.

receptor de estrógenos.

receptor de EGF.



RP:

SHBG:

TGF:

TSH:
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receptor de progesterona.

globulina Iigadora de hormonas sexuales.

factor de crecimiento tumoral.

tirotrofina.
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