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RESUMEN

En nuestro laboratorio trabajamos con el modelo de adenocarcinomas mamarios

murinos inducidos por administración prolongada de acetato de medroxiprogesterona (MPA)

en ratones hembras BALB/c. Estos tumores se mantienen por pasajes en ratones

singeneicos siendo en su mayoría de origen ductal. Se lograron obtener, por presión

selectiva en animales sin tratar variantes Pl. En trabajos previos. demostramos que líneas

tumorales ¡n vivo (PD y PI) que expresan receptores de estrógeno y progesterona

regresionan en presencia de antiprogestágenos. Esto sugeriría que los RP están

involucrados en el crecimiento tumoral o que estas sustancias tienen un efecto inhibitoriopor

si mismas.

Por otra parte, en experimentos in vitro se demostró que el bFGF y factores séricos

podían estimular la proliferacióncelular de células PD sugiriendo una conversación cruzada

entre las distintas vías proliferativas.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el rol del RP en el crecimiento de tumores

aparentemente autónomos y en la estimulación del crecimiento inducida por factores de

crecimiento. Se evaluó la capacidad de oligonucleótidos antisentido del RP (as1RP) que

incluyen el codón de iniciación de la isoforma A, de inhibir la proliferación celular de cultivos

primarios del tumor 59-2-HI (Pl) y de cultivos de C4HD (PD) estimulados con 10nM de MPA,

5% SFBch o bFGF (100ng/ml). Los as1RP (20-O.6pg/ml) inhibieron la incorporación de 3H­

timidina de células epiteliales 59-2-HI y C4HD estimuladas con MPA y bFGF. Las células

tumorales PD también se inhibieron con el tratamiento con antiprogestágenos. Se concluye

que el RP está involucrado en el crecimiento aparentemente autónomo de los tumores PI y

que existen factores séricos capaces de estimular la proliferación de células PD utilizando la

vía del RP y que habría una conversación cruzada entre las distintas vías estimulatorias a

factores de crecimiento (bFGF) y a progestágenos (MPA).

W C¿’"/)/;*UIA/wm'
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1. CÁNCER DE MAMA

El cáncer de mama es causa de muerte del 20% de las mujeres que tienen cáncer y su

incidencia ha aumentado en los últimos años de modo que se considera que una de cada

nueve mujeres de los Estados Unidos desarrollará cáncer de mama. Es por esto que no lla­

ma la atención que esta enfermedad haya sido el foco de atención en cuanto a los estudios

que involucrandiagnóstico temprano, agentes etiológicos y tratamiento.

1. HlSTOLOGlA Y CLASIFICACIÓN

El carcinoma de mama, como otros, es inicialmente una enfermedad local que se

Clasificación de carcinomas de acuerdo al tipo histológico

A. No invasores:
Ia. Carcinoma intraductal.
Ib. Carcinoma intraductal con la enfermedad de Paget.
II. Carcinoma ¡n situ Iobulillar.

B. Invasores:
I a. Carcinoma invasor ductal.
I b. Carcinoma invasor ductal con la enfermedad de Paget.

Carcinoma invasor Iobulillar.
Carcinoma invasor medular.

. Carcinoma ooloide (mucinoso).
Carcinoma tubular.

. Carcinoma adenoide qulstico
. Carcinoma apocrino

VIII. Carcinoma papilar invasor.
¿5‘25?

extiende luego por vía Iinfática a los ganglios vecinos, para diseminarse a partir de allí, por

vía hemática a otros órganos (Harris et al; 1992). Se pueden distinguir dos tipos fundamen­
tales:

A. No invasores: El carcinoma in situ se caracteriza por la proliferaciónde células

malignas dentro de los conductos (carcinoma ductal in situ) y lobulillos (carcinoma Iobulillarin

situ) sin invasión del estroma adyacente

B. Invasores: Constituyen un grupo de lesiones histológicamente heterogéneas. Los de

tipo ductal son los más frecuentes (75% de los carcinomas de mama) y, en general metasta­

tizan en los nódulos linfáticos axilares, hueso, pulmón. higado y cerebro. Los carcinomas

invasores Iobulillaresson poco comunes (5-10% de los carcinomas de mama) y, por Io gene­

ral, están compuestos por pequeñas células que se organizan en fila alrededor de conductos

y lobulillos.Los sitios más frecuentes de metástasis son los ganglios linfáticos axilares y las
2



superficies serosas y meningeas. Además, existen otros tipos especiales de carcinomas de

mama invasores como ser el tubular, el medular y el mucinoso. El carcinoma tubular consti­

tuye el 2% de los carcinomas de mama, el medular constituye del 5-7% y el mucinoso alre­

dedor del 3% (Harris et al; 1992a).

2. ETIOLOGÍA Y EPIDEMlOLOGÍA DEL CÁNCER DE MAMA

La etiología del cáncer de mama ha sido y es objeto de numerosas investigaciones y

aún permanecen sin aclararse muchos de los mecanismos involucrados. La identificaciónde

los numerosos factores de riesgo resulta fundamental para entender la variación de inciden­

cia dentro y entre los distintos países, identificar las mujeres que podrían beneficiarse con un

tratamiento preventivo o un control intensivo, y modificar factores que podrian reducir el ries­

go de contraer la enfermedad (Harris et al; 1992). Los factores de riesgo identificados hasta

el momento se clasifican en:

- Genéticos

- Ambientales

- Hormonales.

Factores genéticos:

Un factor de riesgo importante son los antecedentes familiares con cáncer de mama, es­

pecialmente cuando han sido portadores de la enfermedad una madre o hermana a una

edad temprana. Se ha asociado mutaciones de Ia línea germinal del gen supresor p53 con el

síndrome de Li Fraumeni, también asociado con aumento de cáncer de mama (Hollingworth

et al; 1991). Más recientemente se identificó una familiade genes BRCAque se encontraron

activados en familias con susceptibilidad a desarrollar esta enfermedad (Science, Editorial;

1993)

Existen determinadas cepas de ratones con alta susceptibilidad para tumores de mama,

como por ejemplo la C3H, en que las lesiones están asociadas con la presencia del virus del

tumor mamario murino MMTVque se transmite por la leche (cepa C3H) o por la linea germi­

nal (cepa GR) (Michalides et al; 1983). Si bien no existen evidencias de un papel etiológico

para los virus en el cáncer de mama humano, Pogo et al (1995) describieron la presencia de

secuencias homólogas en algunas muestras de tumores.



Factores ambientales:

Dentro de los factores de riesgo ambientales se encuentran la exposición a radiaciones

ionizantes, factores sociales/costumbres, y los factores dietarios. Los factores socia­

les/costumbres explicarían las importantes diferencias en la incidencia de cáncer de mama

en los distintos paises (WHO;1984). Las tasas de incidencia son seis veces más altas en los

EEUU, Canadá o el Norte de Europa que en Asia o Africa negra. Estas diferencias no pare­

cen estar determinadas por distinta susceptibilidad genética (Haenzel et al; 1968) ya que la

incidencia de cáncer de mama de las norteamericanas de raza negra y blanca son muy si­

milares (60.1 y 62.3 casos por 100000 respectivamente). y a su vez diferentes de la raza ne­

gra africana (3 casos por 100000) (Harris et al;1992a). La exposición a radiaciones ionizan­

tes puede aumentar significativamenteel riesgo de cáncer de mama especialmente si la ex­

posición ocurre entre la pubertad y los 30 años (Harris et al;1992). Respecto de la dieta, Ia

mayoria de los estudios muestran que la obesidad está asociada con el riesgo de tener cán­

cer de mama en mujeres postmenopáusicas (Thomas; 1991). Ultimamentese está prestando

mucha atención a la presencia de productos con actividad estrogénica por ejemplo sellado­

res dentales, plásticos de mamaderas etc., como asi también a la presencia de productos

naturales con actividad estrogénica como, por ejemplo la soja (Korach et al; 1995).

Factores hormonales

Varias hormonas, y en especial los estrógenos, parecen cumplir un papel fundamental

en el cáncer de mama humano. La importancia de los estrógenos está sustentada por estu­

dios realizados en la población femenina mundial, y por numerosas evidencias experimenta­

les (ver más adelante) que los implican en distintas etapas de la transformación (Vorherr et

al; 1978; Pike et al; 1983). A continuación se enumeran factores de riesgo relacionados con

hormonas, que se asocian a mayor incidencia tumoral en cáncer de mama humano:

o: . Menarca temprana.

Menopausia tardía.

Primer embarazo tardío.

. Dar a qu sin amamantamiento posterior o periodos de amamantamiento cortos.

. Nuliparidad y/o fallas en la ovulación.

. Obesidad en mujeres post-menopáusicas.

. Dietas ricas en grasas y proteínas.

. Tratamientos prolongados con dosis farmacológicas de estrógenos.sto-nmnpp'
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El efecto protector de una menopausia temprana asi como también una menarca tardía

demuestran que la exposición durante los ciclos menstruales normales a estradiol ylo pro­

gesterona aumentan el riesgo de contraer cáncer de mama, probablemente debido a que las

hormonas ováricas estimularlan directa o indirectamente la proliferación celular de las célu­

las mamaria's. La nulipan’dad,un primer embarazo tardío y tratamientos prolongados con do­

sis farmacológicas de estrógenos implican una exposición prolongada a picos de estrógeno

durante el ciclo menstrual el cual aumentaría el riesgo de contraer Ia enfermedad. El ama­

mantamiento tiene un efecto protector sobre la mama ya que induce la diferenciación del te­

jido mamario. La obesidad y el consumo de dietas ricas en grasas y proteinas aumentan el

riesgo de contraer la enfermedad que estaría asociado a los altos niveles de estrógenos cir­

culantes formados a partir de Ia aromatización de la androstenediona en el tejido adiposo

(Frank et al; 1997, Cotran; 1994).

A pesar de que el grueso de las evidencias apuntan a los estrógenos como principales

responsables, se ha sugerido últimamente que la progesterona puede tener importancia en

el proceso de transformacióndela glándula mamaria. Las siguientes observaciones estarían

relacionadas con dicho riesgo:

a. Un comienzo temprano de los ciclos ovulatorios regulares.

b. Los anticonceptivos orales combinados de estrógenos Y ProgeSÜeronaen mujeres jóvenes

asociados a un pequeño incremento en la incidencia de bimores.

c. Es controvertido el efecbo de la inoculación de anticonceptivos de acción prolongada, por

ejemplo el acetato de medroxiprogesterona depot. como factor de riesgo.

d. Laterapia conjunta de progesta'genos y estrógenos en Ia menopausia (Thomas; 1991) contri­

buiría a un aumento de incidencia tumoral.

3. BIOLOGÍA DEL CÁNCER DE MAMA

Se postulan en el cáncer de mama distintas momentos evolutivos o etapas biológicas.

Estas etapas cuya expresión fundamental es un incremento progresivo de la agresividad clí­

nica, se asocian a patrones histológicos y biológicos específicos: lesiones preneoplásicas y

lesiones invasoras hormona-dependientes y hormona-independientes. estas últimas en ge­

neral expresión de progresión y diseminación. Los mecanismos que disparan la progresión a

través de las distintas etapas y que culminan con la adquisición de un crecimiento autónomo

(hormona-independiente) se desconocen pero su estudio es de fundamental importancia.

Según el estadío en que se encuentra el tumor en el momento del diagnóstico será el trata­
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sencia de receptores hormonales.



II. RECEPTORES HORMONALES

En la clínica, se utilizala cuantificación de receptores de estrógenos (RE) y de progeste­

rona (RP) para predecir la respuesta tumoral al tratamiento hormonal. Entre los receptores

de esteroides se incluyen además de los RE y RP, los de andrógenos (RA),glucocorticoides

(RG) y mineralocorticoides (RM).En ausencia del ligando, los receptores se encuentran aso­

ciados a complejos proteicos que incluyen proteínas de shock térmico como hsp 90 (proteina

de 90 kDa) y hsp 70 (proteína de 70 kDa), y pueden ser citoplasmáticos o nucleares. Apa­

rentemente, en ausencia de ligando, tanto los RA como los RG se encuentran fundamental­

mente en el citoplasma mientras que los RP y RE están en el núcleo (Weigel N.; 1996). Una

vez en el núcleo, independientemente de su tamaño, los receptores hormonales esteroides

difundirian hacia el citoplasma y serían transportados en forma activa de vuelta al núcleo. Se

desconoce si esta difusiónes totalmente pasiva o si necesita de una secuencia de localiza­

ción nuclear en la proteína (Guiochon-Mantel et al; 1994). La unión con el ligando lleva a Ia

disociación del complejo proteico, a la dimerización del receptor y a la unión con una se­

cuencia consenso en el ADN,el elemento respondedor de hormonas (HRE) que se trata de

una secuencia invertida separada por tres nucleótidos. Los RP, RG. RAy RMse unen todos

a la misma secuencia (AGAACAnnnTGTTCT), mientras que los RE se unen a

AGGTCAnnnTGACCT. El dímero luego interactúa con factores de transcripción basales,

otras proteinas de unión al ADN y coactivadores de manera que aumenta o disminuye la

transcripción del gen en cuestión (Weigel N.; 1996).

Los receptores nucleares se caracterizan por tener un dominio de unión al ADNcentral

(DBD), un dominio de unión a la hormona carboxilo-terminal (LBD), una región variable ami­

no-terminal y una región bisagra. El DBD se une a secuencias especificas en el ADN, los

HRE (“hormone response element”) (Mangelsdorf et al; 1995). Este elemento está com­

puesto por dos dedos de zinc altamente conservados necesarios para la unión al ADNin vi­

tro (Carson-Jurica et al; 1990). El LBDes el sitio de reconocimiento de la hormona y asegura

tanto la especificidad como la selectividad de la respuesta fisiológica llevando al receptor a

un estado transcripcionalmente activo (Mangelsdorf et al; 1995). La secuencia bisagra inclu­

ye una señal de localización nuclear y, junto con la región carboxilo-terminal, es importante

para la unión con proteínas de shock térmico. Tanto la región amino- como la carboxilo­

terminal poseen secuencias (ligando-dependientes) involucradas en la transactivación que
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se denominan AF-1 y AF-2. Estos dominios son porciones de Ia proteína que al combinarse

con el ADN producen un aumento en la iniciación de la transcripción.

RECEPTOR DE PROGESTERONA

El gen del RP codifica para, por lo menos, nueve especies de mARNcon un tamaño que

oscila entre 2.5 y 11.4 kiiobases. Los mensajeros dirigen Ia síntesis de al menos dos isofor­

mas relacionadas (isoforma A y B) que difieren en tamaño de acuerdo a Ia especie (Schnei­

der et al; 1991). Cuando las isoformas A y B se encuentran en cantidades equimolares en

células que contienen RP estas se dimerizan y pueden unirse al ADN de tres maneras: ho­

modímeros A/A y B/B o heterodímeros A/B (Horwitz et al; 1996). La isoforma B del RP posee

un tamaño que varía entre 101 a 120 kDa mientras que Ia isoforma A oscila entre 79 a 94

kDa encontrándose truncada en su extremo amino-terminal. Ambas isoformas se expresan

en cantidades aproximadamente equimolares en aves y humanos mientras que la isoforma A

es Ia predominante en el ratón (Schneider et al; 1991). Ambas proteínas se sintetizan a partir

del mismo gen por traducción alternativa a partir de un mARN o por transcripción alternativa

a partir de dos promotores. Se ha descripto recientemente una tercer isoforma llamada ¡so­

forma C de 60 kDa, codificada por dos mARN del RP humano. AI examinar el cADN del RP

humano se encontró otro sitio de iniciación de la traducción río abajo del sitio de iniciación de

la traducción de la isoforma A. Esta isoforma contiene el segundo dedo de zinc del DBD, se­

cuencias de localización nuclear, dimerización y el LBD carboino-terminal (Wei et al; 1997)

(Figura 1).

RP-B RP-A

l 165 567 633 680 933

AF-3 AF al NLS AF —2

Figura 1: Modelo del receptor de progesterona humano mostrando el sitio de iniciación de la traducción de la

isoforma B del RP (RP-B) y de Ia isoforma A (RP-A). BUS: segmento exclusivo dela isoforma B; DBD: dominio

de unión al ADN ; H: región bisagra; LBD:dominio de unión al Iigando; NLS: secuencia de localización nuclear;

AF: secuencias de transactivación.



La activación del RP involucra cambios confonnacionales no solo a nivel de proteínas

sino también a nivel de ADN,cuya naturaleza específica aún no se conoce. Tanto la isofor­

ma A como la isoforma B del RP inducen plegamientos en el ADN. La isoforma B induce un

plegamiento mayor probablemente debido a las propiedades estructurales otorgadas por su

secuencia amino-terminal (Prendergast et al; 1996). Además, la isoforma B del RP humano

posee en su región amino-terminal otro dominio de transactivación llamado AF-3 (Weigel et

al; 1996).

La mayoría de los receptores esteroides (RP, RG, RE) son fosfoproteinas. con lo cual

son fosforiladas post-traduccionalmente. Este proceso de fosforilación-desfosforilaciónsería

un mecanismo de control para la regulación dela transformación, unión dela hormona, unión

al ADN y transactivación (Carson-Jurica et al; 1990). En experimentos realizados con tejido

de oviductos de pollo se detectaron cuatro sitios de fosforilación en sen'na (Serm, Sera“,

Ser53°, Ser367)en la región común a la isoforma A y B del RP. Tres de los sitios de fosforila­

ción se encuentran en la región amino-tenninal (importante para la activación transcripcional)

mientras que el cuarto sitio se encuentra en la región bisagra. El RP se encuentra fosforilado

en forma basal y, en presencia del estímqu hormonal (progesterona) se hiperfosfon'la.Aún

no se conoce la función de la fosforilación que podría estar asociada a la: liberación de pro­

teínas de shock térmico, dimerización del receptor, unión al ADN y regulación del estado

funcional del receptor mientras se encuentra unido a la maquinaria de transcripción (Horwitz

et al; 1992). Aparentemente cumpliría un papel fundamental en la activación de los recepto­

res esteroides ya que se observó que muchos de ellos pueden ser activados por estimula­

ción de vías de fosforilaciónen ausencia de hormona (quinasas dependientes de ciclinas,

MAPquinasas y proteínas quinasas dependientes de stress) y estas vías pueden alterar las

respuestas a antagonistas. Existen numerosas evidencias de la existencia de una conversa­

ción cruzada entre la via del RP y otras vías de transducción de señales (Weigel et al; 1996).



III. FACTORES DE CRECIMIENTO EN CÁNCER DE MAMA

Algunas hormonas esteroides, sus antagonistas y también un gran número de factores

de crecimiento modulan la proliferacióncelular del cáncer de mama, y se ha demostrado que

el medio condicionado de células tratadas con estrógenos contiene distintas proteínas como

proteasas y factores de crecimiento. Algunos de estos factores de crecimientopodrian ac­

tuar en forma autocrina sobre células epiteliales que posean los receptores adecuados, o

podrían ser liberados al medio y actuar sobre el estroma, el cual a su vez podria producir

otros factores que actúen en forma paracrina sobre las células epiteliales. Los factores de

crecimiento que más se han asociado a la proliferación de células tumorales mamarias son

los de la familia del factor de crecimiento epidérrnico (EGF), factor de transformación alfa

(TGF-a), la familia de los factores semejantes a la insulina I y II (lGF-I y II), y por último, al­

gunos miembros de la familia del factor de crecimiento fibroblástico (FGF) (Freiss et al;

1993)

Factor de crecimiento fibroblástico (FGF)

La familiade los FGF's de mamíferos pertenece al grupo de factores de crecimiento que

unen heparina y consta de nueve genes, todos estructuralmente relacionados quizás porque

evolucionaron a partirde un gen ancestral común. A partir de estos genes pueden generarse

distintas isoformas por iniciación alternativa de la traducción y por "splicing" alternativo. En

general, codifican para proteínas cuyo tamaño oscila entre 20 y 30 Kda y son constitutiva­

mente secretadas ¡n vitro (Mason et al; 1994). Una definición apropiada para las citoquinas

sería una (glico) proteina soluble, de naturaleza no inmunoglobulínica, liberada por las célu­

las vivas del huésped y que actúa en forma no enzimática en concentraciones que van de

picomolar a nanomolar, para regular la función celular. Según esta definición entonces, los

FGF’s son citoquinas (Nathan et al; 1991). Estas proteínas se encuentran involucradas en

numerosos procesos fisiológicos como: desarrollo embrionario, angiogénesis, neovasculari­

zación, reparación de heridas y también en la tumorigénesis (Chellaiah A. T. Et al; 1994). Los

más estudiados son el FGF-1 o aFGF (factor de crecimiento fibroblástico ácido) y el FGF-2 o

bFGF (factor de crecimiento fibroblástico básico) (Mason et al; 1994) que están estructural­

mente relacionados con un 53% de homologia en su secuencia (Folkman et al; 1987). Am­

bos factores de crecimiento son depositados en la membrana extracelular de la célula donde
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se unen con alta afinidad a proteoglicanos de heparán sulfato que se encuentran unidos a la

membrana plasmática. Aparentemente los proteoglicanos no solo almacenan los FGF sino

que también los presentarían a su receptor en su conformación más activa, quizás actuando

como puente entre el factor de crecimiento y su receptor (este posee un dominiode unión a

heparina). No se conoce totalmente el mecanismo implicado en la solubilizacióny activación

de los FGF's en tejidos embrionarios o tumorales que requieren angiogénesis para su creci­

miento. Uno de los mecanismos propuestos es la digestión, por medio de heparinasas, de

las cadenas laterales de heparán sulfato (donde se encuentran fuertemente unidos los

FGF’s). Otro de los mecanismos sugeridos es por unión a una proteína transportadora se­

cretada por la célula (Wellstein et al; 1996). Se describió una proteina que contiene una se­

cuencia hidrofóbicade señalización que se une a aFGF y bFGF en forma no-covalente y re­

versible (Wu et al; 1991). Ésta estaría involucrada en la protección del FGF y en permitir la

activación de las células sobre las que actúa (Wellsteinet al; 1996).

Hasta el momento se han descripto tres clases diferentes de receptores que se unen a

miembros de la familia de los FGF:

1. Una familia de cuatro receptores transmembrana con actividad tirosina-quinasa (RFGF).

Estos receptores transmiten una señal intracelular al unirse al FGF.

2. Una proteína transmembrana rica en cister'nas. Su función es aún desconocida.

3. Proteoglicanos de heparina o sulfato de heparina. Se ha comprobado que son cofactores

necesarios para que el FGFse una y active el receptor tirosina-quinasa (Chellaiah A. T.

et al; 1994). Los FGF’sse unen a ellos con menor afinidad que al RFGFpero la afinidad

por este se ve aumentada en presencia de proteoglicanos (Mason et al; 1994).

Estos receptores se activan por dimerización (en forma similar a otros receptores tiro­

sin-quinasas), se autofosforilan y estimulan reclutando proteínas intracelulares que muchas

veces contienen dominios SH2(Mason et al; 1994).

aFGF

El factor de crecimiento fibroblástico ácido (aFGF) es un polipéptido aniónico de 140

aminoácidos derivado del ECGF (factor de crecimiento de células endoteliales) y tiene la
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capacidad de unirse a heparina. No posee la secuencia de secreción clásica por lo que

no se conoce su mecanismo de secreción. En células NlH 3T3 se observó que se se­

cretaban en respuesta a un shock térmico y que solo las moléculas sinteüzadas de novo

podían ser secretadas (Mason et al; 1994).

bFGF

El factor de crecimiento fibroblástico básico (bFGF) es un polipéptido catiónioo de

146 aminoácidos (Folkman et al; 1987) que se une a heparina con alta afinidad. Sufre

numerosas modificaciones post-traduccionales como: metilación, fosfon'lacióny ribosila­

ción. Al igual que el aFGF no posee secuencia de secreción clásica (Mason et al; 1994).

Se sintetiza en casi todos los tipos celulares e induce la angiogénesis ¡n vivo. In vitro se

vio que estimula la proliferación de células endoteliales, la migración celular, la síntesis

de activador del plasminógeno y colagenasa y la formación de capilares en geles de co­

lágeno y fibrina (Flaumenhaft et al; 1992).



IV. TRATAMIENTO ENDÓCRINO DEL CÁNCER DE MAMA

La terapia endócrina en el cáncer de mama humano se basa en inducir la alteración del

entorno hormonal, en particular la disminución en los niveles de estrógeno, antagonizando

así la acción estimuladora del crecimiento de los estrógenos. Esto permite reducir el creci­

miento del tumor mamario en muchas especies (Vorherr et al; 1978). En un 70-80% de los

pacientes con cáncer de mama, los tumores expresan RE (RE+) y RP (RP+) y la respuesta

al tratamiento hormonal antiestrogénico es favorable. La expresión de ambos receptores es

altamente indicativa de un RE funcional y, en consecuencia, de una respuesta favorable al

tratamiento. De todas maneras, en la gran mayoria de los cánceres de mama, el tratamiento

hormonal cesa de ser efectivo luego de un cierto tiempo; la enfermedad recurre y se disemi­

na (Tonetti et al; 1997). El tipo de tratamiento puede ser ablativo o aditivo:

1) Terapias ablativas

a) Ooforectomía.

b) Adrenalectomia e hipofisecbomía.

2) Terapias aditivas

a) Andrógenos.

b) Progestágenos.

c) Antiprogestágenos.

d) Análogos del factor LHRH.

e) Glucocorticoides.

f) Antiestrógenos.

g) Interferencia con esteroidogénesis adrenal.

h) Inhibidores de aromatasa.

El más utilizadoes el tratamiento con el antiestrógeno tamoxifeno aunque recientemente

hay ensayos clínicos con antiprogestágenos.



Antiprogestágenos

Los antagonistas hormonales sintéticos son extremadamente útiles como herramientas

clínicas y experimentales. En los últimosaños el estudio de los antiprogestágenos ha sido de

gran interés por dos razones principales:

- Potencial terapéutico: en la interrupción de un embarazo temprano, como desencadenante

del trabajo de parto y para el tratamiento de tumores hormona-dependientes.

- Para utilizarloscomo herramienta para estudiar el mecanismo molecular de acción hormonal.

Los antiprogestágenos pueden actuar en todos los niveles de acción hormonal. Estos

son: activación, dimerización del receptor y unión de los dlmeros a las secuencias especifi­

cas en el ADN (Guiochon-Mantel et al; 1994). Algunos autores optaron por dividirlos en dos

categorías de acuerdo a su mecanismo de acción:

Tipo I: ZK 98299 u onapristona

Tipo II: mifepristona y ZK 112993

Los de tipo I actúan impidiendo la unión del RP al ADN mientras que los de tipo II per­

miten la unión del RP al ADN aunque impiden la activación de la transcripción (Edwards et

al; 1993). Cada antiprogestágeno posee distinta potencia inhibitoria que estaría controlada

por numerosos factores como: la afinidad por el RP, la afinidad del complejo antagonista­

receptor por el HRE, el número y cantidad disponible de HRE en un promotor y otros factores

(Horwitz et al; 1996).

Se describieron diversos mecanismos para explicar la acción inhibitoriade los antipro­

gestágenos:

1. Clásico. Inhibicióndirecta dela acción agonista.

El antagonista se une al RP que a su vez se une al HRE y, como consecuencia impi­

de la regulación de la transcripción. Este mecanismo involucra, en primer lugar, la com­

petencia entre ambos ligandos (agonista y antagonista) por ocupar el RP, y en segundo

lugar. la competencia entre los complejos ligando-RP para su unión a los HRE.

En general, ambas isoforrnas poseen diferente potencial inhibitoriay, en concentra­

ciones equimolares de ambas se observó que la isofon'na A del RP (RP-A) unida a su
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antagonista es un inhibidor transcripcional y proliferativo mas fuerte que la isoforma B

(RP-B) unida a su antagonista.

2. No convencional. Inhibicióninducida por el complejo antagonista-RP sin Ia unión directa

al ADN en los HRE.

Existen evidencias de diversos mecanismos que podrían estar involucrados:

- En células que tienen HRE, el complejo antagonista-RP podría estar secuestrando un

factor accesorio requerido por el complejo agonista-RP unido al HRE. La RP-A sería un

inhibidor más potente que la RP- B por este mecanismo.

- Además se encontró que la RP-Aocupado por antagonistas (no necesita estar unido a

HRE) pueden inhibir la transactivación por RE en una construcción conteniendo una se­

cuencia consenso para estrógenos. El mecanismo se desconoce pero podria tratarse de

una proteína regulatoria común a la fundón de varios receptores de hormonas esteroides.

- Finalmente, otro mecanismo de inhibiciónde la transcripción restringido a RP-Aes a tra­

vés de sitios de unión al ADNno canóníoas. La RP-Aunida al antiprogestágeno inhibiría la

transactivación constitutiva utilizando este promotor.

Por otra parte. se sabe actualmente que bajo ciertas condiciones, los antiprogestáge­

nos pueden tener efectos agonistas, por ahora restringidos a la RP-B, independientemente

del modelo utilizado. Existen diversos mecanismos propuestos todos independientes de la

unión al HRE canónico:

- Los receptores no se unen directamente al ADNsino que interactúan con otras proteínas que

si lo hacen, y activan la transcripción.

- Los receptores se unen a otros sitios de unión al ADNdistintos de los HREactivando la trans­

cripción (Horwitz et al; 1996).

Recientemente, Sartorius et al (1994) demostraron en la línea celular de cáncer de ma­

ma humano T47D, en presencia de concentraciones elevadas de AMPc,determinados anti­

progestágenos (mifepristona, ZK 112993) pueden cambiar su efecto de antagonista (en au­

sencia de concentraciones altas de AMPc) a agonista, cuando predomina la isoforma B del

RP. Este efecto no se ve con la isoforma A ni con el antiprogestágeno onapristona. Éste no

funciona como agonista, ya sea porque no se une al HRE o lo hace en forma anómala. Para

que el antagonista unido al RP active la transcripción bajo el control del AMPc el receptor
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debe estar unido al ADNaparentemente en HRE. Estos resultados son consistentes con el

hecho de que la dirección de la transcripción esté indirectamente regulada por proteinas

coactivadoras cuya actividad estaría controlada por fosforilacióndependiente de AMPc.

La mifepristona es, hasta el momento, el único antiprogestágeno utilizado terapéutica­

mente. Se trata de un potente antagonista de la progesterona y los glucocorticoides, unién­

dose con alta afinidad a ambos receptores (Edwards et al; 1993). La constante de disocia­

ción para el RP humano y de roedores es de aproximadamente 2 x 10'9M, la cual es similar

a la del progestágeno sintético R5020 y mayor que la de la progesterona (Horwitz et al;

1992). No existen diferencias en cuanto a la especificidad, afinidad y estabilidad de la unión

del RP al ADN al comparar la mifepristona con el R5020 (Meyer et al, 1990). La mifepristona

activa el RP, induce su oligomerización y su unión a HRE (Guiochon-Mantel; 1994). Luego

de su unión al ADN, inhibe la activación del receptor quizás comunicándose con la maquina­

ria transcripcional a través de interacciones proteína-proteína (Edwards et al; 1993). La unión

al RP humano genera su hiperfosforilaciónaún mayor que la observada al utilizarel agonista

R5020. Se puede estudiar el efecto de los antiprogestágenos en cada uno de los pasos des­

de que entra a la célula, interacciona con el receptor y su papel en la inhibiciónde la trans­

cripción. Se observó que promueve la unión al ADNya que fueron necesarias altas concen­

traciones de sal (similares a las utilizadas cuando se utiliza progesterona) para separar el

complejo mifepristona-RP del ADN. El antiprogestágeno permite la formación de homodíme­

ros y heterodímeros entre las isoformas A y B del RP. En cuanto a la transcripción se obser­

varon propiedades agonistas asociadas a la isoforma B del RP y antagonistas (Horwitzet al;

1992). La inactivación del RP ocurre luego de aproximadamente una hora de la unión del

complejo agonista-RP al ADNy los niveles de receptores descienden en un 80-90% tardan­

do mas de 24 horas en restaurarse. Por el contrario, cuando se utiliza mifepristona los nive­

les de receptores permanecen elevados por horas o días (Horwitzet al; 1992).



V. MECANISMOS INVOLUCRADOS EN LA TRANSICIÓN DE HORMO­

NO-DEPENDENCIA A HORMONO-INDEPENDENCIA Y EN LA RE­

SISTENCIA AL TRATAMIENTO HORMONAL

Como ya dijimos anteriormente, los tumores mamarios que en un principio son hormono­

dependientes indefectiblemente evolucionan hacia estadios de crecimiento autónomo y hor­

mona-independiente. Esto no sólo se ve en la clinica sino en distintos modelos experimen­

tales. Los mecanismos responsables de esta transición no se conocen y diversas hipótesis

se han propuesto para explicarestos fenómenos:

1. Selección de clones .L...... ..- ’ 4 r 4' ‘ Durante muchos años se sugirió que

en los tumores podrían coexistir poblaciones que expresen receptores hormonales y otras

de crecimiento autónomo. Con el tiempo se seleccionarían las poblaciones hormono­

independientes. Ballaré et al (1989) sugirieron que las células más diferenciadas son las

que expresan receptores y son eliminadas en la terapia endócn'na. Las células madres

(stem cells) serían las más indiferenciadas con alta tasa de proliferacióny no expresan

receptores. El hecho de que exista un alto porcentaje de tumores que no responde al

tratamiento que sigue expresando receptores hormonales sugiere que este mecanismo

no sería el que prevalece.

2. Mutaciones a nivel de receptores hormonales: Mutaciones,rearreglos o deleciones en

los genes o ARNmpara los receptores esteroides podrian alterar su función: como con­

secuencia puede haber terminación prematura de la transcripción y producción de re­

ceptores que estimulan la expresión de genes respondedores a esteroides aún en ausen­

cia de hormona (Schmitt et al; 1995). Fuqua et al (1991) investigando deleciones en el RE

observaron que al delecionar el exón 5 del RE, éste era transcripcionalmente activo en

presencia o ausencia de Iigando. Para el caso del RP, Vegeto et al (citado en Wolfet al;

1993) demostraron que una construcción del RP con el extremo carboxilo-terminal trun­

cado indujo falta de respuesta a progestágenos aunque confirió plena actividad agonista

a la mifepn’stona.A pesar de que hay muchas evidencias experimentales que apoyan

estas hipótesis, la falta de correlación en la clínica entre presencia de mutaciones y re­

sistencia al tratamiento sugiere que estos no serían los mecanismos predominantes.
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. Mutaciones en otros genes:

Mutación en protooncogenes. La mutaciónde ras puede hacer que se active cons­

titutivamente y que los tumores no necesiten de la administración de hormonas para

crecer. Ej. Ras. Esto ha sido cuestionado ya que en algunos modelos experimenta­

les no se comprobó. (Ej. Modelo de MNUen rata).

. Mutación en genes supresores de tumores. Ej. p53. En células de cáncer de ma­

ma T-47D la expresión de p53 desciende en presencia de progestágenos sugiriendo

que los progestágenos podrian estar estimulando la proliferación celular disminuyen­

do la proteína inhibidora. La pérdida de la hormono-dependencia lleva a una regula­

ción negativa constitutiva de p53 y este podría ser un mecanismo que lleve a un au­

mento en el crecimiento en ausencia de hormona (Graham et al; 1997).

Mutación en ciclinas de G1.Poseen roles fundamentales en el control del ciclo ce­

lulary se encuentran transcripcionalmente reguladas por esteroides. Recientemente,

se demostró que hormonas esteroides (incluyendoestrógenos) ejercen su efecto so­

bre la proliferación celular afectando el control del ciclo celular en G1 (Musgrove et al;

1994).

. Mutaciones en HRE:Se sugiere que podrían llevar a una activación constitutiva de la

transcripción de los genes a los que se une el complejo honnona-receptor (Katzene­

llenbogen et al; 1997).

Activación constitutiva de otras vías proliferativas

a. Factores de crecimiento. Estos se encuentran involucrados en la regulación del

crecimiento del cáncer de mama por mecanismos tanto autocrinos como paracrinos.

Por lo tanto, la hormono-independencia podría deberse a un desacople en la regula­

ción por factores de crecimiento (Darbre et al; 1990).

Receptores para factores de crecimiento. Transcripciónconstitutivao aumentada

de receptores de factores de crecimiento con efecto estimulatorio. Ej. cerbB-2. En

células T-47D los progestágenos aumentan los niveles de ARNm de EGF y REGF.

Este efecto es dosis dependiente y puede ser revertido por la administración de mi­

fepristona (antiprogestágeno). Una secreción constitutiva de EGF o REGF podría

estar mediando el pasaje de hormone-dependencia a hormona-independencia (Gra­

ham et al; 1997).



c. Activación constitutiva de oncogenes. En general se trataría de proteínas relacio­

nadas con la transducción de señales. Por ejemplo en ratones atímicos ovariectomi­

zados transplantados con células MCF-7 transfectadas con un vector que sobreex­

presa el protooncogen Ras se vio que eran capaces de formar tumores aún en au­

sencia de estrógenos (Wolfet al; 1993).
d. Disminución en la secreción de un factor de crecimiento con efecto inhibitorio

o disminución del número de receptores. Ej. TGF-B que inhibe la proliferación

celular en células T-4TD(Graham et al; 1997).

5. Activación de vias proliferativas que utilizan la vía de receptores para esteroides.

En los últimos años se han descripto interacciones entre vias convencionales de esti­

mulación de la proliferacióny la activación de vias de receptores hormonales. Por ejem­

plo, Vignonet al (1987) observaron que los antiestrógenos podian inhibir la proliferación

celular de células de cáncer de mama MCF-7estimuladas con EGF o insulina en ausen­

cia de estrógenos. Kato et al (1995) encontraron que el RE podia ser activado (fosforila­

do) por EGF e lGF’ssugiriendo una conversación cruzada entre ambas vias. Además en

células tumorales humanas de T470 se observó que el EGF y el TGF-a aumentan la

respuesta a progestágenos. Este efecto estaría mediado por la activacióndel receptor de

EGF y no altera la unión del RP al ADN (Krusekopf et al; 1991). Por otra parte, se vio que

el RP de pollo puede ser activado por neurotransmisores como la dopamina. Si se muta

la Sera”, pierde la capacidad de activarse por dopamina, aunque sí puede ser activado

por progesterona, lo que sugiriere que podría haber numerosas vías de activación hor­

mona-independientes (Bunone et al; 1996). También se demostró una conversación cru­

zada entre la vía de RP y la del AMPc (Edwards et al; 1993). Estos segundos mensaje­

ros y otros pueden afectar cascadas de fosforilacióncomo las MAPK(proteínas quinasas

activadas por mitógenos). La activación independiente de la administración de esteroides

se descubrió inicialmente para el RP de pollo (Denner et al; 1990).



VI. MODELOS EXPERIMENTALES

Los modelos animales pueden ser muy útiles para el estudio de la biologia del cáncer

de mama. Estos contribuyen a un mayor entendimiento de la enfermedad y los factores en­

docrinológicos que influyen tanto sobre el desarrollo de la glándula mamaria normal como la

susceptibilidad al cáncer de mama. Existen numerosos efectores fisiológicos (endocrinológi­

cos, inmunológicos y de comportamiento) que podrían influir sobre el crecimiento y progre­

sión de la enfermedad. Por otra parte, estos modelos también son críticos para el ensayo de

nuevos agentes terapéuticos en el tratamiento del cáncer de mama humano y para tratar de

conocer los mecanismos asociados a la iniciación.promoción y progresión de la enfermedad.

Un factor de gran importancia en la elección del modelo es tener claro hasta qué punto re­

fleja la enfermedad humana y sirve para el propósito de la investigación (Clarke et al; 1996).

Algunos de los modelos animales utilizados para el estudio del cáncer de mama son:

Inducidos por carcinógenos químicos: Útiles para el estudio de los eventos tempranos y la

progresión maligna en el proceso de carcinogénesis química especialmente usados en Ia rata

y el ratón (Ej. 7,12- dimeülbenzantraceno o DMBAy N- nitrosomeülurea o NMU)(Pazos et

al; 1992).

- Inducidos por virus: Desde hace años se utiliza el modelo de MMTVen ratón donde se están

identificando mutaciones que tendrían una potencial importancia en el desarrollo de la en­

fermedad humana (Callahan et al; 1996). Por otra parte, recientemente se han desarrollado

modelos inducidos por adenovirus tipo 9 (Javier et al; 1996) y por polyoma virus (Fluck et

al; 1996).

Xenotransplantes humanos: Son los modelos animales de cáncer de mama más utilizados.

Poseen la ventaja de que son de origen humano pero como ya están transformados no se

pueden estudiar eventos tempranos como la iniciación(Clarke et al; 1996).

Modelos en ratones transgénicos: Surgieron en este último tiempo y pueden ser muy útiles

aunque su aplicación podría ser limitada (Amundadotür et al; 1996).

Inducidos por hormonas: Por administración prolongada de acetato de medroxiprogesterona

(MPA)(Lanari et al; 1986b, Lanari et al; 1986a).
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Modeloexperimental de inducción de adenocarcinomas mamarios por progestágenos

En nuestro laboratorio trabajamos con el modelo de adenocarcinomas mamarios murinos

inducidos por administración prolongada de acetato de medroxiprogesterona (MPA)en rato­

nes hembra BALB/ccon una incidencia actuarial de 76% y una latencia media de 52 sema­

nas (Lanari et al;1986b; Lanari et al;1986a). Estos tumores son en su mayoria de origen

ductal con capacidad de dar metástasis en pulmón y nódulos linfáticos (Lanari et al; 1989) y

poseen un comportamiento progestágeno-dependiente (PD) con altos niveles de receptores

de estrógeno (RE) y progesterona (RP) y bajos o no detectables de EGF (REGF). (Molinolo

et al; 1987). Los tumores se mantienen por pasajes singeneicos en ratones hembra vírgenes

BALB/cy se lograron seleccionar por presión selectiva en ratones sin tratar variantes pro­

gestágeno-independientes (PI) que conservan altos sus niveles de RE y RP (Figura 2).

Hneas
tumorales Pl

Figura 2: Obtención de líneas tumorales PD y PI. Se transplanta el tumor primario a dos ratones tratados con

MPA (20 mg depot, subcutáneo, contralateral al transplante tumoral) y a dos ratones sin tratar. Los tumores

ductales crecen sólo en los tratados con MPAdurante los dos a tres primeros meses de seguimiento. Cuando el

tumor alcanza un tamaño aproximado de 10-15 mm de diámetro, se transplanta a otros dos ratones tratados, o

no, con MPAy así sucesivamente controlando la hormono-dependencia, es decir que el tumor no crezca du­

rante dos meses en los ratones sin tratar. Para seleccionar una variante Pl, se espera hasta que empiece a

crecer un tumor en los animales sin tratar y se Iotransplanta a animales sin tratar y así sucesivamente.
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