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“Al principio todo es tinieblas..

De repente una puerta se entreabre dejando pasar un rayo de luz cegadora que ilumina
solo una parte del conocimiento.

Sin embargo, asi como los ojos necesitan tiempo para percibir la totalidad del ambiente
gracias a ese rayo de luz, asi los hallazgos cientificos deben ser acumulados gradual y penosa-
mente para que la claridad de la luz no muestre solo el hecho central sino el conjunto del cual
emerge.

La vision inicial aporta una exaltacion incomparable pero su completa explotacion signifi-
ca afios de duro y muchas veces tedioso trabajo.

Es la equilibrada combinacion entre el entusiasmo inicial y la busqueda metddica y pru-

dente lo que define la creatividad cientifica del hombre”.

G.J.V.Nossal.
Antibodies and Immunity.
Penguin Books, 1971.

“Existen dos clases de verdades, las verdades superficiales en las que queda evidente que

lo contrario es incorrecto y las verdades profundas en las que lo contrario es igual de correcto”.

Niels Bohr.
El Mundo de Sofia.
Ediciones Siruela, 1995.
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RESUMEN

En este trabajo de tesis presentamos un modelo experimental de carcinogénesis mamaria
por MNU y MPA en el raton BALB/c. En nuestro laboratorio ya se habia desarrollado un modelo
de induccion de adenocarcinomas mamarios por MPA, en el cual los tumores, que aparecen con
una latencia mayor al afio, son en su mayoria ductales, hormono-dependientes y expresan en su
mayoria altos niveles de RE y RP. En este trabajo hemos desarrollado la caracterizacion de los
tumores inducidos por MNU + MPA en cuanto a su morfologia y hormono-dependencia. Ademas
caracterizamos el rol de MPA como promotor tumoral y los efectosde la ovariectomia y de la

sialoadenectomia en la induccidon de tumores.

Hemos desarrollado las condiciones de dosis necesarias como para poder estudiar al
carcinogeno MNU como un agente exclusivamente iniciador en el proceso de carcinogénesis

mamaria y pudimos definir la accion de promotor tumoral del progestageno MPA.

A partir de los experimentos aqui presentados, definimos también una accion especifica
del MPA que es previa a la iniciacidn, favoreciendo ya sea por modificacién o por incremento

en el nimero celular, la transformacién neopldsica. A este efecto lo denominamos “permisividad”.

Las experiencias realizadas en los animales ovariectomizados, demostraron la importancia
de las hormonas ovdricas. La ovx generd un paﬁén de atrofia mamaria evidenciable por Ja técnica
de montaje total de las mamas y en este caso, la accion de MNU fue casi nula, lo que sugiere
que éste ejerce su accion sobre una célula o grupo de células presente en una glandula sometida
a estimulos hormonales. E1 MPA pudo suplir la ausencia de los ovarios debido quiza a su accion

progestacional, elevando los valores de incidencia tumoral a niveles del control positivo.

Se obtuvieron resultados interesantes en el andlisis del rol de las gldndulas salivares en
animales pretratados con MPA y MNU en la induccién tumoral. Registramos una significativa
disminucién en los valores de incidencia tumoral en aquellos animales tratados con MPA y
sialo , frente a los controles intactos. Considerando que el MPA provoca un aumento de EGF
sérico proveniente de las glandulas salivares y basiandonios en datos previos de este efecto en el

modelo de carcinogénesis mamaria por MPA, confirmamos también que el EGF también juega



un importante rol en el modelo de cocarcinogénesis MNU+MPA, probablemente afectando la fase

de promocion.

Los tumores de mama surgidos en estos experimentos fueron clasificados como
adenocarcinomas con distintos grados de metaplasia pavimentosa. Las diferencias histoldgicas
tan marcadas entre los tumores inducidos por MNU y MPA y la mayoria de los tumores
inducidos exclusivamente por MPA nos indujeron a definir estos fendmenos como tipos
diferentes de carcinogénesis. La metaplasia pavimentosa fue un atributo exclusivo del MNU,
siendo mds evidente en los grupos expuestos a un mayor nimero de dosis de MNU. También fue
evidente el la mayor incidencia de fendmenos metapldsicos en animales inoculados con MNU
a los dos meses de MPA que a la semana. Todo lo analizado mds datos previos nos inducen a
pensar que existe una fuerte correlacion entre la histologia y el agente iniciador (en nuestro
modelo  MNU). Estudios de montajes de glindulas mamarias revelaron que la metaplasia

pavimentosa precede al desarrollo de la lesion invasora.

Los estudios de pardmetros bioldgicos confirman los resultados anteriores demostrando
una diferencia muy notable entre ambos modelos experimentales. Como ya se menciond
anteriormente, si bien la mayoria de los inducidos por MPA son hormono-dependientes, todos

los inducidos en estos experimentos salvo alguna excepcion fueron tumores auténomos.

Nuevamente estos resultados nos llevaron a teorizar sobre posibles mecanismos de accion
de las hormonas y el carcinégeno en los distintos grupos experimentales discutiendo la
probabilidad de que ambos compuestos actien sobre poblaciones celulares diferentes o si
actuarian sobre la misma poblacidn de células madre induciendo diferentes cambios genéticos que

las llevan a diferenciar en forma diferencial.

Por otra parte comprobamos que en este modelo de induccién tumoral, el MPA actia
como un verdadero promotor tumoral, eliminando la posibilidad que esta hormona favorezca la
aparicién de las neoplasias mamarias, por un mecanismo inmunosupresor hipotético, ya que el
estado inmunoldgico de los animales tratados con ambas sustancias estaba en valores normales

e inclusive superiores a los normales. Curiosamente hemos demostrado que el MPA produce una



muy fuerte inmunoestimulacion, confirmando a su vez que este efecto es netamente hormonal

y no un mero efecto adyuvante inespecifico ya que fue revertido por un antiprogestageno.

Por ultimo hemos demostrado también por primera vez que el MPA y el MNU actian
como co-carcindgenos en el utero. Si bien el MPA y el MNU ambos inducen HGQ, los
deciduomas sdlo fueron inducidos en animales tratados con MPA en presencia o ausencia de
MNU, pero en distintos protocolos en los cuales los animales han sido tratados por un tiempo
con MPA se han observado algunos carcinomas de endometrio e hiperplasias epiteliales severas,
no detectadas cuando los animales tuvieron un indculo de MNU muy cercano al de MPA.
También hemos demostrado que MNU induce un alto porcentaje de leucemias cuya incidencia

fue mucho menor en los grupos pretratados con MPA.

En resumen, este modelo experimental si bien es interesante para dilucidar las funciones
del MPA en el proceso de carcinogénesis no resulta un buen modelo de cancer de mama humano
ya que las caracteristicas bioldgicas y morfoldgicas de los tumores son bastante diferentes a la

mayoria de lo tumores humanos.



ABSTRACT

In this thesis we have put forward an experimental model of mammary
carcinogenesis induced by MNU and MPA in BALB/c mice. In our laboratory a model of
induction of mammary adenocarcinomas by MPA had been previously developed; tumors
appeared with a latency of one year, being mostly ductal, hormone dependent and
expressing in most cases high levels of ER and PR. In this proyect we have characterized
the tumors induced by MNU + MPA regarding morphology and hormone dependence. We
have also charactenzed the role of MPA as a tumor promotor and the effects of ovariectomy
and sialoadectorny on tumor induction. Experiments were designed to evaluate the possible
role of MPA as a modulator of mammary carcinogenesis by MNU. This was done by
pretreating the animals with MPA.

Doses necessary to study MNU as an agent involved exclusively in the initiation of
the carcinogenic process were found, and we were able define the action of MPA as a

tumor promotor.

The experiments presented herein enable us to define a specific action of MPA,
which is previous to initiation, favouring neoplasic transformation, either by modifying or

increasing the number of cells. We have called this a "permisive” effect.

The importance of ovanian hormones was proved in the experiments carried out in
ovanectomized animals. Ovanectomy generated a pattern of mammary atrophy which was
clearfy seen in whole mounts. In this case the action of MNU was almost null sugesting that
it is able to carry out its effects only on a cell or group of cells which have been under
hormonal stimulus. MPA was capable of substituting the ovaries probably due to its
progestational action, increasing tumor incidence to positive control values.

Interesting results were found in tumor induction when analizing the role of the
salivary glands in animals pretreated with MPA and MNU. A significant decrease in tumor
incidence was found, compared to intact controls, in sialoadectomized animals treated with
MPA. Taking into account the fact that MPA increases the levels of seric EGF generated



by the salivary glands, and considering previous results obtained in the model of mammary
carcinogzanesis by MPA, we confirm that EGF plays an important role in the model of co-

carcinogenesis of MNU + MPA, probably affecting the promotion phase.

The mammary tumors induced in these experiments were classified as
adenocarcinomas with various degrees of squamous metaplasia. The definite histologic
differences found between tumors induced by MNU + MPA and those induced exclusively
by MPA have made us consider these processes as two different types of carcinogenesis.
The squamous metaplasia was an exclusive atribute of MNU, being more evident in those
groups exposed to a greater number of MNU doses. An increase in the incidence of these
lesions was also found in animals inoculated with MNU two months after treatment with
MPA compared to those pretreated a week before. All this, together with previous results
makes us think that there is a strong correlation between histology and the initiating agent
(in our case we refer to MNU). Whole mount studies of mammary glands revealed that this

squamous metaplasia precedes the development of the invasive lesion.

The study of biological parametres confirn our results showing a remarkable
difference between both expenimental models. As we have previously mentioned, although
most tumors induced by MPA were hormone dependent, all those induced in these

experiments, except for a couple of exceptions, were autonomous.

Once again our results have taken us to hypothesize over the possible mechanisms
of action of the hormones and the carcinogen on the different experimental groups, arguing
over the possibility that both compounds are acting on different cellular populations or, on
the contrary, on a unique stem population but inducing genetic changes that lead to diverse

routes of differentiation.

On the other hand, we have demonstrated in this model of tumor induction, that MPA
acts as a real tumor promotor, eliminating the possibility that it could be acting through a
hypothetic immunosuppressing mechanism that would favour the development of mammary
tumors. The immunological state of animals treated with both compounds together were



equal, or even higher than those observed in normal controls. Curiously we have proved
that MPA produces a strong immunostimulation, confirming as well that this effect is
exclusively due to its action as a hormone and not to an inespecific adjuvant effect,

because it was reverted by an antiprogestagen.

Finally we have also demonstrated, for the first time, that MPA and MNU act as co-
carcinogens in the uterus. Although both MPA and MNU induce HGQ, deciduomas were
only induced in anirmals treated with MPA in the presence or absence of MNU. However in
various protocols in which animals were treated with MPA for some time, endometrium
carcinomas and severe epithelial hiperplasias were observed. This was not so when MNU
was inoculated shortly after MPA. We have also proved that MNU induces a high
percentage of leukemia; however the incidence was much lower in groups pretreated with
MPA.
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AP-1: proteina reguladora de genes activos.

aFGF: factor de crecimiento de fibroblastos, acido.
bFGF: factor de crecimiento de fibroblastos, basico.
DES: dietilestilbestrol.

DMBA: dimetilbenzantraceno.

E,: 17 - estradiol.

EGF: factor de crecimiento epidérmico.

GH: hormona de crecimiento.

GRC: gldbulos rojos de carnero.

H&E: hematoxilina y eosina.

IGF I factor de crecimiento simil insulina tipo I.
IGF II: factor de crecimiento simil insulina tipo II.
LDL: lipoproteina de baja densidad.

LH: hormona luteinizante.

LTR: extremos repetitivos.

MMTV: virus del tumor mamario murino.

MNU: metilnitrosourea.

MPA: acetato de medroxiprogesterona.

NGF: factor de crecimiento derivado de neuronas.
onaP onapristona.

OoVX: ovariectomia.

P: progesterona.

PAI 1: inhibidor del activador de plasmindgeno.



PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas.

PTK: tirosina-quinasa.

R-EGF: receptor del factor de crecimiento epidérmico.
RE: receptor de estrogeno.

RP: receptor de progesterona.

SHAM: operacion simulada de sialoadenectomia.
SIALO: sialoadenectomia.

TEB: brotes terminales mamarios.

TGF-alfa: factor de crecimiento de transformacion alfa.

TGF-beta: factor de crecimiento de transformacion beta.
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I. INTRODUCCION A LA BIOLOGIA TUMORAL.

De acuerdo a la definicion de Willis, una neoplasia es “una masa anormal de tejido cuyo cre-

cimento excede el de los tejidos normales que no estd coordinado con estos mismos y que persiste

en la misma manera excesiva después de cesar el estimulo que desencadend el cambio”. La tasa de

division celular en los tejidos neopldsicos puede ser mds lenta que su contraparte normal o tan

rapida como en tejidos embrionarios. La proliferacion neopldsica, como lo indica la palabra tejido

en su definicién, estd restringida sélo a organismos multicelulares (Robbins S.T., 1989).

A. Tipos de crecimiento

Hiperplasia:

Hipertrofia:

Displasia:

Anaplasia:

Neoplasia:

Es el proceso que conduce a un aumento en el numero de células de un teji-
do. Si bien la mayoria de los tumores malignos se encuentran asociados a
un aumento del nimero de células, ésto no es una caracteristica 0 un requeri-
miento absoluto en el desarrollo de una neoplasia. Ejemplos son las hiperpla-
sias compensadoras que aparecen en ciertos organos como el higado, como
respuesta a la falta de masa luego de exéresis parciales.

Es el proceso que conduce a un aumento en el tamano de las células que
constituyen un tejido, pero no se asocia a un aumento en el nimero de
células. Un ejemplo tipico es la hipertrofia muscular de los atletas.

Es una alteracion de la maduraciéon normal de un tejido que se expresa por
alteraciones morfoldgicas y funcionales de las células adultas y se asocia a
variaciones en el tamafno, forma, organizacion y patrones de maduracion.
Se define como tal a un conjunto de alteraciones morfologicas celulares gra-
ves caracterizadas por marcada variacion en el tamano y morfologia
nucleares, alteraciones de los patrones de coloracidn tipicos, cambios en la
morfologia, tamafio y nimero de nucléolos, inversion de la relacion nicleo-
citoplasmatica, disminucién marcada o desaparicion de los patrones morfolo-
gicos de diferenciacidon y/o maduracion, que caracterizan ciertos tumores
malignos.

Se puede resumir como un crecimiento relativamente autonomo de tejido.
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El término cancer se utiliza para indicar un proceso con las caracteristicas bioldgicas de una
neoplasia maligna, mientras que la palabra tumor denota una masa tisular ficilmente distinguible
del crecimiento fisiologico normal. Tanto en la clinica como en la investigacion se utilizan como
sinonimos los términos cdncer y neoplasia maligna. Las diferencias entre tumores malignos y

benignos se describen a continuacion.

B. Clasificacion de neoplasias

Estas pueden clasificarse como benignas o malignas. Las principales caracteristicas de

ambos tipos son las siguientes:

Benignas Malignas
Encapsuladas. No encapsuladas.
No invasoras. Invasoras.
Altamente diferenciadas. Pobremente diferenciadas.
Pocas mitosis y tipicas. Mitosis atipicas.
Crecimiento lento. Crecimiento rapido.
Sin anaplasia. Anaplasia variable.
No generan metastasis. Con metastasis (variable).

La diferencia esencial entre los dos tipos es que una neoplasia benigna, por definicion, no
tiene capacidad de invadir ni dar metdstasis, mientras que una maligna invade tejidos adyacen-
tes y puede originar metastasis. Una metastasis se define como un crecimiento secundario de

un tumor primario que crece en una localizacidn distinta a la de éste (Robbins S.T., 1989).

C. Clasificacion histogénica

Las neoplasias pueden agruparse de acuerdo a los tipos de tejidos de los cuales surgen.
Ritchie agrupd las neoplasias en base a su origen histogénico (Ritchie A.C., 1978):
1. Neoplasias de epitelios.

2. Neoplasias de tejido conectivo.
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Neoplasias del sistema inmune y hematopoyético.
Neoplasias del sistema nervioso.

Neoplasias de origen celular histogénico multiple.

A O

Neoplasias varias.

Los tumores pueden adquirir un nombre compuesto formado por la designacidn del tejido
del cual surgié la neoplasia y agregar un término descriptivo tal como papilar, quistico,

folicular, etc.; por ejemplo: carcinoma lobulillar de mama.

Nomenclatura de neoplasias y su base embriologica

Los tumores benignos se nombran utilizando un prefijo que designa el tejido del cual
surgio la neoplasia y el sufijo oma. Por ejemplo una neoplasia benigna de un tejido glandular
es un adenoma. Se utilizan en algunos casos caracteristicas morfoldgicas de la neoplasia y se
hace referencia al tejido de origen, por ejemplo: papiloma de células transicionales. Las
neoplasias malignas se dividen en dos categorias de acuerdo a su origen embrioldgico (Ritchie
A.C., 1978; Robbins S.T., 1989):

Sarcomas: tumores originados en estructuras de origen mesodérmico. Ejemplo: Fibrosarcoma.
Carcinomas: estructuras derivadas del endodermo o del ectodermo. Ejemplo: adenocarcinoma
de mama.

Excepciones de esta regla son los linfomas, neoplasias malignas del tejido linfatico y los

melanomas, tumores malignos de los melanocitos.

Relevancia del cdancer en la poblacion humana

En los Estados Unidos desde los anos ‘80, alrededor de un 22% del total de los decesos
son por causa del cancer (Robbins S.T., 1989), valor sélo superado por las enfermedades
cardiovasculares. En 1990, la American Cancer Society predijo que alrededor del 30% de los
americanos desarrollarian alguna forma de esta enfermedad en los proximos 10 afios. Distintos
estudios estadisticos a nivel mundial han determinado que la distribucion de cadnceres fatales

en la poblacion humana tiene el siguiente orden de frecuencia (Anderson P., 1989):
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1°. Cadncer de estomago, con mayor incidencia en el continente asiatico.

2°. Cancer de pulmon, con fuerte aumento en la incidencia por el elevado consumo de tabaco
en los paises en desarrollo.

3°. Cédncer de mama, principalmente en la poblacion occidental.

4°. Tumor de colon y recto, afectando fundamentalmente a la poblacién anciana del mundo.

Entre la poblacion infantil mundial, la mas comin de las neoplasias es la leucemia.

Si bien el nimero de muertes por céncer en la poblaciéon del mundo estd en aumento,
probablemente a causa de un aumento en la vida media, el nimero de muertes entre aquellos
pacientes menores de 30 anos esta disminuyendo a causa del marcado desarrollo en drogas, mé-

todos terapéuticos y a los programas de prevencion.

En la Argentina el cdncer es la segunda causa de muerte desde 1960. La mayor tasa de
mortalidad por tumores malignos en la poblacion femenina es la de origen mamario abarcando
mujeres en periodo fértil y durante la menopausia (Ustardn J. y col., 1988). El cancer de mama
se encuentra en primer lugar entre mujeres de 55 a 64 afios; estos resultados son similares a
los hallazgos de otros estudios realizados en el pais (Sobel N. y col., 1984) y en el exterior

(Harris N. y col., 1982; Helmrich S. y col., 1983).
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II. CANCERY HORMONAS

Distintos estudios epidemioldgicos en humanos han demostrado la existencia de una relacion entre
ciertas hormonas y la aparicién de determinado tipo de canceres (Siiteri P. y col., 1980; Dockerty M.
y col,, 1951; Antunes C. y col., 1979). En el carcinoma de endometrio, los estrogenos estan di-
rectamente involucrados en su génesis; entre los factores de riesgo estudiados se encuentran: la diabetes
mellitus, la obesidad, la nuliparidad, tratamientos estrogénicos prolongados y tumores ovaricos secreto-
res de estrogenos (Kurman R. y col., 1987). En las obesas se observa sintesis periférica de estrogenos
en el tejido adiposo a partir de andrégenos adrenales y una disminucidn de los niveles de proteinas
transportadoras de hormonas sexuales, incrementando asi los niveles séricos de estrogenos libres. La
nuliparidad estad asociada a prolongados periodos de estimulacion estrogénica sin la actividad intermi-

tente, supuestamente protectora, de la progesterona.

También se ha asociado el consumo de anticonceptivos hormonales (estrogenos y progestdgenos)
con la aparicién de otro tipo de neoplasias aparentemente no relacionados a tejidos hormono-dependien-
tes, como por ejemplo, adenomas hepaticos y raramente hepatocarcinomas (Pitot H., 1978). EI caso
mas notable fue el del dietilestilbestrol (DES), un estrégeno sintético no esteroide, suministrado en tera-
pias de prevencion de abortos espontaneos, que indujo una alta incidencia de una forma especial de
cancer de vagina (adenocarcinoma de células claras) en las hijas de mujeres tratadas (Herbst A. y col.,

1971).

En los hombres, el desarrollo del cancer de prostata depende de la presencia de andrégenos como
la testosterona. La ausencia de este tipo de cdncer en eunucos y en pacientes con cirrosis confirman
esta observacion (Moore R., 1944). En estos ultimos, los niveles de estrogenos séricos son superiores
a lo normal por fallas de la metabolizacion hepdtica, inhibiendo la secrecion de hormona luteinizante

(LH) y, consecuentemente, de testosterona (Sutherland D., 1987).
El cancer de mama es otro de los claros ejemplos de relacion entre hormonas y cancer. Nuevamen-

te en esta patologia las principales evidencias de la participacion hormonal se obtuvieron de datos epi-

demioldgicos.
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A. Cancer de mama

El cancer de mama es inicialmente una enfermedad local que se extiende luego por via linfética a
los ganglios vecinos, para diseminarse a partir de alli, por via hemadtica a otros érganos. El sistema
utilizado para la estadificacion de este tipo de neoplasia se basa en la extension del tumor, el compro-

miso de los nddulos linfaticos y la presencia de metastasis (Harris J. y col., 1992).

El carcinoma in situ esta caracterizado por la proliferacion de células con fenotipo maligno dentro
de los conductos y 16bulos mamarios sin invasién del estroma adyacente. Dependiendo de su localiza-
cion se pueden catalogar como ductales o lobulillares. El carcinoma ductal in situ tiene tipicamente
distribucion segmental (similar a aquellos cdnceres invasivos con un componente intraductal extenso)
y comunmente esta involucrado el pezén y la region subareolar. Los carcinomas lobulares in situ se
caracterizan por la proliferacion solida de células pequeiias dentro del 16bulo de la mama y ocasional-
mente dentro de los conductos. Las células tienen nicleos pequeiios, uniformes y de forma redondeada
a oval. Este tipo de carcinoma suele carecer de caracteristicas distintivas en la clinica y en el examen
mamografico. En general es un hallazgo en glandulas mamarias estudiadas por otros motivos (displa-

sias, etc.) y se encuentra frecuentemente en mujeres premenopausicas.

Los carcinomas invasores de mama constituyen un grupo de lesiones histoldgicamente heterogéneo.
La mayoria son adenocarcinomas ductales o lobulillares y se clasifican en base a su imagen microsco-
pica. Los de origen ductal son el tipo mds comin y abarcan el 75% de los estudiados; cominmente me-
tastatizan en nddulos linfaticos axilares, hueso, pulmoén, higado y cerebro. Los adenocarcinomas lobuli-
llares son relativamente poco comunes y su incidencia es de alrededor del 5-10%, estdn compuestos
por células pequeiias con un rearreglo en “fila india” con tendencia a crecer alrededor de los conductos
y los lobulillos; también afectan a los nédulos axilares y metastatizan muy frecuentemente las superfi-
cies serosas y meningeas, como también otros sitios inusuales. Cuando se diagnostica clinicamente la
diseminacion metastdsica del cancer de mama, generalmente la muerte ocurre dentro de los 3 a 4 anos

siguientes (Harris J. y col., 1992a).

La etiologia del cdncer de mama es objeto de numerosas investigaciones y aun permanecen sin acla-

rarse muchos de los mecanismos involucrados. A pesar de haberse identificado algunos factores de
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riesgo, no siempre es facil tomar medidas preventivas. Estos factores pueden ser agrupados en: gené-
ticos, hormonales y ambientales. El cdncer de mama es uno de los cdnceres donde la historia familiar
(carga genética), es un factor de predisposicion relevante (Vorherr H. y Messer R., 1978; Harris J. y
col., 1992). Los factores hormonales que aumentarian el riesgo de cancer de mama estan encabezados
por los estrogenos. Esta preponderancia del estrogeno se ve sustentada por estudios realizados en la po-
blacién femenina mundial, que postulan como mecanismos favorecedores de transformacién (Vorherr
H. y Messer R., 1978; Pike M. y col., 1983):

menarca temprana.

menopausia tardia.

edad avanzada para el primer embarazo.

dar a luz sin amamantamiento posterior o periodos de amamantamiento muy cortos.

nuliparidad y/o fallas en la ovulacion.

hiperprolactinemia.

obesidad.

diabetes mellitus.

dietas ricas en grasas y proteinas.

tratamientos prolongados con dosis farmacoldgicas de estrogenos.

Si bien no existen evidencias concluyentes de la relacion entre las hormonas enddgenas y la
aparicion y desarrollo del cancer de mama (Toniolo P. y col., 1991), éstas se consideran importantes
factores de riesgo fundamentalmente durante el periodo fértil de la mujer. A pesar de que el grueso
de las evidencias apuntan a los estrogenos como principales responsables, se ha sugerido ultimamente
que la progesterona puede tener importancia en el proceso de malignizacion de la glandula; las
siguientes observaciones estarian relacionadas con dicho riesgo:

un comienzo temprano de los ciclos ovulatorios regulares.

los anticonceptivos orales combinados de estrdgenos y progesterona en mujeres jovenes.
la inoculacién del anticonceptivo de accion prolongada, por ejemplo el acetato de
medroxiprogesterona depot.

la terapia conjunta de progestdgenos y estrégenos en la menopausia (Thomas D., 1991).

Dentro de los factores ambientales se encuentra la eleccion del estilo de vida y el componente

dietario. Los factores ambientales de una enfermedad determinan, por ejemplo, que existan variaciones
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importantes en la incidencia de cancer de mama en los distintos paises (WHO, 1984). Las tasas de
incidencia son 6 veces mads altas en los EEUU, Canadd o el Norte de Europa que en Asia o Africa
negra. Estas diferencias no parecen estar determinadas por una variacion en la susceptibilidad genética
(Haenzel W. y Kurihara M., 1968) ya que se ha encontrado que las incidencia de cancer de mama de
las norteamericanas de raza negra y raza blanca son muy similares entre si (60.1 y 62.3 casos por
100000 respectivamente) y a su vez diferentes de la raza negra africana (3 casos por 100000) (Harris
J. y col,, 1992a). El mismo patron se encontro entre mujeres japonesas que migraron a Hawaii y a
California que poseen una mayor incidencia que las mujeres del Japon (Buell P., 1973; Dunn K., 1977).
Las japonesas nativas que migran a los EEUU siendo joévenes adultas muestran un incremento pequefio
de las tasas de cdncer de mama, mientras que en las hijas que han nacido en los EEUU la incidencia
se aproxima a las de sus compatriotas de raza blanca. Esto sugiere que el riesgo de cdncer de mama
estaria ligado a factores del medio que inciden durante las primeras etapas de vida (Henderson B. y
Bernstein L., 1991). Respecto de la dieta, la mayoria de los estudios muestran que la obesidad estd

asociada con el riesgo de tener cancer de mama en mujeres postmenopdusicas (Thomas D.B., 1991).

La problemdtica actual sobre el cancer de mama estd centrada en la incapacidad para identificar los
agentes etiologicos y lograr controlarlos; y una vez establecida la neoplasia, la imposibilidad de llevar
a cabo una destruccion selectiva de las células cancerosas en los pacientes con la enfermedad
diseminada (Vorherr H. y Messer R., 1978). Por el momento la estrategia de control se basa en mejorar
la sobrevida a través de un diagndstico prematuro y un mejor tratamiento de la enfermedad. Sin
embargo, aun este tipo de estrategia no ha logrado ser suficientemente efectiva ya que las tasas de

mortalidad no han disminuido en los dltimos 15 afios (LeMarchand L., 1991).

1. Terapia hormonal del cincer de mama

Hasta principios de la década del setenta el tratamiento para el cancer de mama era la extirpa-
cion quinirgica de la glandula mamaria, luego desplazada por la tumorectomia y como complemento
la aplicacion de radioterapia sin ninguna terapia adyuvante. La deteccion de receprtores estro-
génicos (RE ) determind un blanco de accidn para tratamientos enddcrinos y posteriormente para
la utilizaciéon de antiestrogenos como agentes terapéuticos. La probabilidad de que los tumores

primarios de mama expresen RE yRP se incrementa con la edad de la paciente y se asocia con un
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mejor prondstico pues determina la capacidad del tumor para responder a la terapia hormonal
(Harris J. y col.,, 1992b). Cldsicamente el tratamiento enddcrino primario para las mujeres premeno-
pausicas era la ovariectomia, en cambio para las que habian atravesado la menopausia, era la
administracién de androgenos o de dosis farmacoldgicas de estrogenos en cdnceres de mama
avanzados (Vorherr H. y Messer R., 1978). Actualmente este tipo de procedimientos quirtirgicos se
usan cada vez menos y se da prevalencia a las terapias hormonales: antiestrégenos, dosis altas de

progestdgenos y aminoglutetimida (inhibidor de aromatasa o estrdgeno sintetasa) (Muss H., 1992).

El tamoxifeno es el antiestrogeno no esteroideo de mayor difusion en el tratamiento del cancer
de mama. Se utiliza en el tratamiento de pacientes pre y postmenopausicas en todos los estadios de
la enfermedad. Se administra como paliativo a mujeres con cdncer avanzado y también como terapia
adyuvante seguida por cirugia (Wolf D.M. y col., 1993). Se postula que inhibe el crecimiento
tumoral por bloquear competitivamente la union de los estrogenos a su receptor (Osborme C.K. y

col., 1994).

Los tratamientos de larga duraciéon (entre 3 y 5 afos) con tamoxifeno en pacientes
postmenopdusicas tienen beneficios adicionales tanto en sobrevida como en calidad de vida, ya que
esta droga posee un efecto estrogénico parcial, ayudando a mantener la densidad dsea, protegiendo
de infartos de miocardio y reduciendo los niveles de colesterol circulante por generar una
disminucion en la lipoproteina de baja densidad (LDL) (Jordan V., 1995). Entre los efectos adversos
del tamoxifeno podemos enumerar retinopatias, disminucion de la antitrombina III, tromboembolias,
sequedad vaginal, un aumento probable en la incidencia de carcinomas hepdticos y un incremento

de carcinomas de utero (Jordan V., 1994).

Los pacientes con enfermedad avanzada presentan una respuesta favorable al tamoxifeno por
periodos que pueden ir de semanas a anos pero, lamentablemente, su efecto citostatico es temporal
ya que finalmente todos los canceres de mama avanzados experimentardn progresion durante el
tratamiento, fendmeno conocido como resistencia al tamoxifeno. Entre el 35 y 60% de estas
pacientes pueden responder favorablemente a una segunda o tercera linea de tratamiento endocrino
mientras que el resto no responde a ningin tipo de terapia hormonal y son tratadas con

quimioterapia citotéxica (Wolf D.M. y col.,1993). La causa principal del desarrollo de resistencia
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al tamoxifeno puede ser la pérdida de RE y estos tumores serdn refractarios a todo tipo de terapia

enddcrina.

La aplicacion generalizada de la terapia con antiestrogenos ha llevado al desarrollo y estudio
de nuevos antiestrégenos con propiedades farmacoldgicas diferentes. Se espera que estos compuestos
aumenten la duracién del tratamiento sin desarrollar enfermedad y que disminuyan los problemas
toxicoldgicos. Actualmente se utilizan toremifeno y droloxifeno (derivados del tamoxifeno) en
protocolos clinicos en Estados Unidos para el tratamiento de cancer de mama avanzado en pacientes
postmenopdusicas. En Inglaterra se estd probando el nuevo antiestrogeno puro ICI 182,780 que pro-

bablemente sera el mds efectivo en terapias de segunda linea (Brown M., 1994).

Los antiestrogenos de la familia del tamoxifeno son agonistas parciales del estradiol, capaces
de unirse a su receptor y de iniciar la transcripcion de algunos genes regulados por E,. Los
antiestrogenos llamados puros no poseen esta capacidad y esta diferencia es la que posibilita que
en terapia estos ultimos sean la alternativa cuando se desarrolla resistencia al tamoxifeno (Jordan
V., 1994). El hecho de que no posean ese efecto estrogénico sobre el tumor y utero es positivo,
pero, por otra parte, no poseen los efectos beneficiosos adicionales que hacen que el tamoxifeno siga

siendo la droga de eleccion en una terapia de primera linea.

OI. MODELOS EXPERIMENTALES.

La posibilidad de disponer de cepas endocriadas de ratones en las cuales se pueden mantener
los tumores por pasajes singeneicos, ha permitido grandes avances en el campo de la oncologia
experimental. Con ratas también se han realizado numerosas investigaciones sobre todo en el

campo de la carcinogénesis quimica y en la induccion de tumores mamarios.

A. Glandula mamaria del raton

El ratdn posee diez glindulas mamarias, con cinco pezones a cada lado del cuerpo del animal.

Sus gldandulas yacen en el tejido adiposo subcutineo. La nomenclatura topogrifica de las mamas
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es: cervicales, 12 y 22 tordcica, abdominales e inguinales (Dexter T. y col., 1978).

En ratones hembra recién nacidos, el parénquima mamario estd formado por un cordén de
células epiteliales conectadas al pezon por un conducto primario simple (Dexter T. y col., 1978;
Russo I. y col., 1987; Russo L. y Russo J., 1991). El incipiente conducto mamario esta parcialmente
canalizado y posee 3 ¢ 4 ramificaciones. Se ha descripto que los conductos en este estadio estdn
formados por 2 6 3 capas de células epiteliales en las cercanias del pezén. Durante las primeras 3
semanas de vida, los conductos mamarios se elongan y ramifican, mostrando crecimiento isométrico.
El crecimiento que ocurre durante este periodo parece ser dependiente del ovario y es abolido como
respuesta a la castracién. El tejido adiposo representa el sustrato obligatorio para la subsecuente

morfogénesis mamaria, interaccionando con el epitelio siguiendo patrones especificos de desarrollo.

La madurez sexual en ratones se alcanza entre las 4 y 6 semanas de edad. A las 3 semanas los
brotes terminales reaparecen y aumentan tanto la tasa de crecimiento como la ramificacién. Los
brotes terminales son los puntos de control regulatorio que determinan la ramificacion, los cambios
y los patrones de formacidon. La conducta de los brotes terminales estd influenciada por: 1)
hormonas sistémicas que aportan estimulacion del crecimiento y 2) hormonas locales que son
sefiales regulatorias a nivel del tejido que gobiernan la direccion del crecimiento y pueden causar
la regresion de los brotes terminales. Estas seiales causan el crecimiento o lo detienen si se
alcanzan los limites del tejido adiposo. Los brotes terminales se visualizan ficilmente in situ
utilizando la técnica del montaje total. Alcanzan un tamafo de 0.1 a 0.5 mm de didmetro. Un
conducto largo esta formado por 4 a 6 capas de epitelio cubico. Las células de la superficie que da
a la luz poseen microvellosidades y complejos laterales de unién (Gehring U., 1988). Las células
son muy diferentes en la superficie basal de los brotes terminales. Las ‘cap cells’ tapizan la zona por
debajo de la ldmina basal. Estas células se distinguen de otros tipos celulares porque no estdn
diferenciadas, su citoplasma no estd polarizado, no poseen un citoesqueleto organizado y no poseen
adherencia celular. Se ha sugerido que las ‘cap cells’ son una poblacion de células stem
pluripotenciales capaces de diferenciarse tanto en células ductales como en mioepiteliales. Siguen
lateralmente a las ‘cap cells’ células mioepiteliales que recubren los conductos. Estos estin
compuestos por dos tipos principales de células, las de la region de los conductos mamarios,

dispuestas en capas de espesor variable, y las células mioepiteliales debajo de la ldmina basal. La
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mayoria de los conductos terminales estd formado por una tinica capa de células ductales. La ldmina
basal es sintetizada por las ‘cap cells’ en los brotes terminales y por las células mioepiteliales en los
conductos. La punta de los brotes terminales puede considerarse una ldmina en expansién. Es rica
en dcido hialurdnico, el que podria servir para reducir la adhesion cuando los brotes terminales

invaden la glandula mamaria.

IV. GENES INVOLUCRADOS EN LA TRANSFORMACION MALIGNA.

El cancer es el resultado de una serie de eventos o accidentes genéticos aleatorios que estdn
sujetos posteriormente a seleccion natural. En ningin caso un mismo tipo de enfermedad oncoldgica
puede ser genéticamente idéntica. Sin embargo, para cada tipo de célula existe un determinado
espectro de variantes que permite la desregulacion de la proliferacion. De hecho, se han identificado
un determinado conjunto de genes cuyos cambios estan relacionados con el comportamiento de una
célula cancerosa. La identificacion y caracterizacion de muchos de estos genes se ha logrado en el

campo de la biologia molecular del cancer (Weinberg R., 1983; Cooper G., 1990).

La proliferacion puede ser modulada por dos caminos: uno es el que directamente determina
la entrada en el ciclo de division celular y el otro es a través de la regulacion de la entrada a la
diferenciacion celular o a la muerte celular programada o apoptosis (Alberts B. y col., 1994).
Existirian dos vias para la induccidén de proliferacion descontrolada:

a) la transformacién de un gen estimulatorio en hiperactivo; este tipo de mutacion tiene un
efecto dominante pues una sola de las dos copias del gen en la célula necesita ser
modificada. A este tipo de genes se los denomina genéricamente oncogenes.

b) la segunda opcion es la inactivaciéon de un gen inhibitorio, en este caso ambas copias
deben ser inactivadas o eliminadas para liberar a la célula de la inhibicion. Estos genes son
los llamados genes supresores de tumor siendo los mds estudiados el gen del

retinoblastoma, Rb y el p53; ambos juegan roles en el control de la division celular.

Han sido identificado mas de 60 oncogenes y la mayoria de ellos derivan de genes celulares
normales denominados proto-oncogenes. Estos son vitales para los procesos celulares normales pero

pueden ser alterados y transformarse en oncogenes.

Pdgina 13



La nomenclatura para diferenciar los oncogenes de origen viral de los celulares se basa en el
agregado de una v minuscula en el primer caso o una c en el segundo, delante de la sigla el proto-

oncogen o del oncogen, por ejemplo: v-src o c-src (Weinberg R., 1983; Cooper G., 1990).

Las proteinas codificadas por oncogenes pueden afectar los sistemas de control de crecimiento

en varios niveles. La mayoria se pueden agrupar en cuatro tipos o clases (Cooper G., 1990):

a) Clase I - Factores de crecimiento: el ejemplo clasico es el oncogen sis, que codifica
para la cadena beta del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). La activacion
de este oncogen puede inducir la transformacién de células que expresen receptores para

este factor.

b) Clase II - Receptores de hormonas o factores de crecimiento: estos receptores se
vuelven transformantes cuando son mutados a una forma constitutivamente activa ain en
ausencia del ligando. Un ejemplo es la proteina receptor nex o erbB-2 relacionada con el

receptor del factor de crecimiento epidérmico (R-EGF).

c) Clase Il - Transductores intracelulares: son aquellas moléculas que carecen de domi-
nios transmembrana cuya funcién es transmitir las sefiales desde la unién de un ligando
a su receptor hasta el nicleo. Muchos de estos oncogenes codifican proteinas con actividad

de tirosina-quinasa (PTK), como por ejemplo los oncogenes src y abl.

d) Clase IV - Factores de transcripcion nuclear: las moléculas sintetizadas por estos
oncogenes actian directamente sobre las funciones nucleares. Uno de los mejor
documentados es el jun que da origen a una parte del factor de transcripcion llamado AP-1
que se une a una secuencia encontrada en promotores de muchos genes; la otra parte del

AP-1 es el oncogen fos que se une a la proteina jun.

Los mecanismos de activacion de proto-oncogenes son diversos: deleciones o mutaciones
puntuales dentro de la secuencia codificante (H-ras, K-ras), inserciones virales en el genoma celular

(int-1), amplificacién génica (myc, c-erbB-2) o rearreglos cromosomicos cerca de un fuerte promotor
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transcripcional (abl, myc) (Varmus H., 1989).
A. Oncogenes y tumores de mama

Se ha involucrado al gen ras en la induccién de adenocarcinomas mamarios murinos por
agentes quimicos, en lineas celulares y en tumores primarios de cancer de mama. Su actividad
oncogénica ha sido asociada con mutaciones puntuales, pérdida de heterocigosis y amplificacion
génica (Bishop J.M., 1987; Zarbl H. y col., 1985). Los productos de este gen son proteinas ligadoras
de nucledtidos de guanina que estdan involucrados en la transduccion de sefiales (McCormick F.,

1989).

Han sido identificados 6 loci de la familia de los Ints: Wntl, Int2, Int3, Wnt4, Hsi/k-FGF e Int6 en
adenocarcinomas mamarios de ratones que son activados por el virus del tumor mamario murino
(MMTYV) (Callahan R. y col., 1993; Marchetti A. y col., 1995). Excepto en el caso del /nt3, el virus
activa la expresion de estos genes como consecuencia del efecto de sus secuencias “enhancers” que,
al integrarse en el genoma del promotor transcripcional del gen int adyacente, lo activa. Los genes
Whnt codifican proteinas que estdn involucradas en la comunicacion entre células. El Int2 y hsy/K-
FGF son miembros de la familia del factor de crecimiento fibrobldstico (FGF). En el caso del Int3,
la proteina que resulta es una quimera entre una porcion del genoma viral y las secuencias celulares
adyacentes. En general la activacion de solo uno de estos genes no es suficiente para transformar
el epitelio mamario, hacen falta ademds otras mutaciones somdticas. En el 20% de los tumores
mamarios humanos también se han descripto amplificaciones del Int2 que, curiosamente, en algunos

casos se vio también que esta coamplificado con el hst (Yoshida M.C. y col., 1988).

Los miembros de la familia del gen myc son activados en distintas neoplasias por mutacion
insercional, traslocacion cromosomica o amplificacion de DNA. Las proteinas codificadas por estos
oncogenes actuarian como reguladores transcripcionales aunque también se postula que podrian
regular el procesamiento de mRNA. En cincer de mama la amplificacién de c-myc esta

correlacionada con la progresion a estadios mds malignos (Escot C. y col., 1986).

El potencial transformante del gen erbB-2 humano puede comprobarse por mutaciones puntuales
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en ratones transgénicos o por sobreexpresion en células NIH-3T3; es homodlogo del neu murino, y
se evidencia en el 20% de los carcinomas de células de los conductos mamarios, en el 50% de los
carcinomas in situ y en el 100% de la enfermedad de Paget de mama (Lupu R. y Lippman M.,
1993). En general su expresion se relaciona con un mal prondstico y estd fuertemente involucrado
con la sefalizacion y amplificacién de la via del oncogen ras (Janes P. y col., 1994; Colomer R.
y col., 1994). Codifica una proteina receptor en la superficie celular y posee dos ligandos aislados:
uno es una glicoproteina de 30 kDa que induce diferenciacion y el otro es una proteina de 75 kDa
que estimula la proliferacion y formacion de colonias en células que sobreexpresan el receptor

(Bacus S. y col., 1992; Lupu R. y col., 1992).

Se ha encontrado en un muestreo de varios tumores de mama un aumento constitutivo de la
proteina producto del oncogen raf. Estos productos, que se encuentran como proteinas citoplasma-
ticas solubles, actuarian en la transduccion de senales desde la membrana al micleo. Las alteraciones
moleculares que convierten a estas proteinas en oncogénicas, serian deleciones en las secuencias
regulatorias de la region amino terminal resultando en activacion constitutiva del dominio protein-

quinasa (Hynes N. y col., 1992).

Existe una familia de genes, los nm23, cuya expresion estaria inversamente relacionada a la
capacidad invasiva del tumor. Esto se ha demostrado tanto en adenocarcinomas murinos como en
humanos. Son proteinas que poseen actividad nucleédsido difosfato quinasa y actuarian como genes

supresores aunque todavia no se conoce su mecanismo de accién (Steeg P.S. y col., 1993).

Los cambios en el gen supresor p53 son las alteraciones mads frecuentemente encontradas en
distintas neoplasias, incluyendo el cancer de mama. El 15-50% de los cdnceres de mama contienen
alguna alteracién en el p53 dependiendo del estadio o método de deteccidn, y, como ocurre en otras
neoplasias, los estadios menos invasivos tienen un menor indice de alteraciones (Elledge R.M. y
col.,, 1993). Esta proteina nuclear esta involucrada en la regulacion del ciclo celular. Otro gen
supresor, el Rb, estd directamente relacionado con el retinoblastoma familiar aunque también se ha
encontrado rearreglado e inactivado en algunos carcinomas mamarios humanos (Lee E. y col., 1988;
T'Ang A. y col., 1988). Por iltimo tenemos la familia de los genes supresores BRCA, que estan

relacionados con el céncer de mama familiar que constituyen el 5% de todos los cdnceres de mama.
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V.

Los estudios epidemioldgicos han sugerido que estos genes autosdmicos dominantes (BRCAI y 2)
estdn alterados en aproximadamente igual proporcion de 3 de cada 1000 individuos (Bishop D.,

1994; McKinley A. y col., 1995).

Dentro de los mecanismos carcinogénicos que llevan a la alteracion de estos proto-oncogenes
y genes supresores estan involucrados los siguientes factores (Weinberg R., 1989; Cooper G., 1990):
predisposicion genética.
agentes ambientales quimicos y fisicos.
virus e infecciones crdnicas.
medicamentos.
estimulos hormonales.

disminucién de la inmunocompetencia por senescencia.

MECANISMOS CARCINOGENICOS.

Carcinigeno es un agente cuya administracion en animales no tratados previamente produce
un aumento significativo de la incidencia de neoplasias malignas respecto de controles apropiados
sin tratar, independientemente de que éstos tengan una alta o baja incidencia espontanea de la
neoplasia en cuestion (Miller E. y Miller J., 1966; Pitot H., 1978). Algunos agentes, incluyendo
promotores e inhibidores de la respuesta inmune, pueden aumentar la incidencia de neoplasias
malignas en tejidos tratados previamente con dosis subcarcinogénicas de un agente tumoral; tales
sustancias no deberian ser llamados carcinégenos. Los mecanismos carcinogénicos son aquellos
procesos que logran que una célula normal sufra cambios irreversibles en su material hereditario,
ddndole caracteristicas especiales que hacen de ella una célula cancerosa. Las caracteristicas de las
células ‘transformadas’ se definen por:

- crecimiento sin inhibicion por contacto in vitro
- crecimiento tumoral en transplantes singeneicos

- facultad de invadir otros tejidos (metdstasis)
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A. Carcinogénesis fisica

El efecto de la radiacion como un mutdgeno especifico ha sido documentado desde la época
de los estudios de Mme. Curie, Roentgen y otros. La radiacion de alta energia conduce a la
aparicion de distintas neoplasias en los organismos expuestos, generando cambios y destruccién
parcial del genoma, con un aumento en la tasa de mutacién. Hay una buena y razonable evidencia

de que la exposicidn cronica a radiaciones es leucogénica y carcinogénica en humanos.

Las radiaciones tanto ionizantes como las ultravioletas, son componentes normales de nuestro
entomno (Rauth A.M., 1986). Considerando que las células son 80% agua y que todos los eventos
celulares ocurren en medio acuoso, los efectos de ionizacion y fragmentacion del agua producen tres
grandes especies de radicales reactivos: radicales hidroxilos, radicales solvatados y radicales
hidrégeno. El ADN y las proteinas son blanco importante de las radiaciones ya que alteran sus
estructuras, por ejemplo en el ADN se generan quiebres en la cadena de azicar-fosfato, pérdida o

modificaciones de las bases y sitios apurinicos o apirimidinicos (Borek C., 1979).

La radiacion UV no es ionizante puesto que no posee la suficiente energia para expulsar
particulas, en cambio poseen la necesaria para producir un estado excitado en las moléculas
impactadas, transformandolas en quimicamente reactivas. La alteracion mas comuin es la de la base
pirimidica que reacciona con el agua produciendo hidratos de pirimidina, o con otra pirimidina
vecina dando dimeros de pirimidina (timina-timina, citosina-timina, citosina-citosina). Todas estas
especies pueden reaccionar con aminodcidos y formar uniones covalentes entre ADN y proteina.

Ambos tipos de radiaciones pueden dar lesiones diferentes, iniciando el proceso de carcinogénesis.

B. Carcinogénesis viral

Los virus han sido implicados como causa de cierto tipo de tumores. Rous, en 1911, demostro
que los extractos libres de células de sarcomas en pollo podian reproducir la enfermedad cuando
eran reinoculados en otros pollos sanos (Rous P., 1911). Posteriormente, Shope comprobé la
existencia del virus del fibroma cutdneo y papiloma de conejos (Shope R., 1933). En la década del

‘30 Bittner descubrid el virus del tumor mamario y en los ‘S0 Gross demostré que filtrados libres
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de células de leucemias de ratones de la cepa AKR, inoculados en ratones recién nacidos de la
misma especie, producian un alto porcentaje de leucemias en un periodo posterior de la vida de

estos animales (Pitot H. y col., 1981).

Los virus oncogénicos pueden dividirse en dos grupos generales: los que poseen genoma de
ADN y los de ARN. Dentro de los primeros, los mds conocidos son el polioma virus del ratén
leucémico y el virus 40 de los simios (SV40). Dentro de los virus a ARN encontramos a los
retrovirus que se caracterizan por poseer una enzima polimerasa de ADN dirigida por ARN o
‘transcriptasa reversa’. Todas las células transformadas por virus tienen la caracteristica de presentar

en la membrana plasmadtica los antigenos especificos del virus (Davies B. y col., 1984).

1. Relacion entre virus y carcinomas mamarios.

El MMTYV es el tinico en el que se demostrd que su poder carcinogénico esta relacionado
en forma absolutamente dependiente del entorno hormonal del huésped. Esta clasificado dentro
del grupo de retrovirus tipo B, conteniendo los genes gag, pol env y una regién adicional
codificante orf (open reading frame) en la zona de los LTR (long terminal repeat).
Recientemente se descubrid que codifica para los llamados ‘loci menores de estimulacion
linfocitaria’ (Mls) o auto-superantigenos (Harel J. y col., 1981; Golovkina T. y col., 1992;
Varmus H., 1989). En la zona de los LTR existe, ademds, un sitio de uniéon a hormonas que
modulan la expresion de su genoma. De todas las distintas variantes no se ha descripto ninguna
portadora de algin oncogen (Coffin J.M., 1991). Este virus se detectdo en la leche y
posteriormente también fue hallado en varios organos y distintos tejidos y fluidos corporales
de las cepas con alta incidencia de tumores mamarios. El virus se transmite no sélo por la
leche, como en los ratones de la cepa C3H (MMTYV exdgeno), sino también genéticamente, via
gametas, como en la cepa murina GR (MMTYV enddgeno). Para el estudio de tumores en los
modelos murinos también se encuentran las cepas CS7BL y B20 las cuales son resistentes, sin
MMTYV en la leche y con baja o nula incidencia de tumores mamarios. La cepa BALB/c es
susceptible, pero su leche esta libre del MMTYV y presenta baja incidencia tumoral, del 1% al
30% (Schlom J. y col., 1973) en hembras multiparas; si a esta cepa se la amamanta con

nodrizas C3H existe integracion y replicacion del MMTYV, aumentando la incidencia del 1%
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al 99% respecto del amamantamiento con nodrizas BALB/c. En los tumores surgidos en forma
espontanea en esta cepa no se hallaron secuencias especificas nuevas insertadas en el ADN
(Breznick T. y Cohen J., 1982).

El mecanismo de transformacién celular para este virus con dos formas diferenciales de
transmision puede ser el mismo: una integracion no selectiva dentro del genoma que afecte
genes importantes para la transformacién neopldsica. En todas las cepas susceptibles infectadas
con este virus surgen lesiones hiperpldsicas lobulillares, consideradas como preneopldsicas, y
sobre éstas también actuaria el MMTYV, terminando en la aparicién del tumor mamario

(Michalides R. y col., 1983).

C. Carcinogénesis quimica

Volviendo a la definicidn de carcindgeno anteriormente presentada, si bien vale para todos los
tipos de carcinogénesis, es importante agregar que fue acunada especificamente para definir el
proceso de induccion de tumores de piel en animales mediante sucesivas topicaciones de agentes

quimicos (Miller E. y Miller J., 1966).

Los modelos experimentales de carcinogénesis in vivo se caracterizan por la prolongada latencia
entre la primera aplicacion del carcindgeno y la aparicion de tumores; usualmente se requieren
administraciones repetidas del agente quimico para producir carcinogénesis y este periodo de
latencia suele ser dependiente de la dosis administrada. El potencial carcinogénico de una sustancia
puede ser modificado por numerosos factores: diferencia entre distintas especies, entre cepas de una
misma especie, entre sexos y también entre distintas edades (Farber E., 1982). Se han propuesto
distintos niveles de accidn desde la administracion del carcindgeno hasta la consecuente aparicion

del tumor (Pitot H., 1981): primero iniciacién, luego promocion y por ultimo progresion.

La iniciacién es un proceso irreversible en el cual las sustancias quimicas producen cambios
permanentes en el ADN. Algunos carcinégenos actian en forma directa y otros previa
metabolizacién a una forma electrofilica activa que atacaria moléculas nucleofilicas, tales como la

cromatina activa y zonas intranucleosomales del ADN. Esta activacién se lleva a cabo por distintas
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enzimas como, por ejemplo, la citocromo P 450, monoxigenasas y peroxidasas, que convierten
sustancias toxicas para el organismo en compuestos hidrofilicos faciles de excretar. La
administracion del iniciador produce células “transformadas”. En los modelos experimentales de
carcinogénesis quimica se han definido tres tipos de iniciadores (Berenblum I. y Shubik P., 1947;
Kolbye A., 1976):
a) carcinogenos proximales: no requieren ser metabolizados para actuar sobre las células
blanco, por ejemplo: MNU.
b) procarcinégenos: requieren de modificaciones para convertirse en carcinégenos, por
ejemplo: las hidrazinas.
c) cocarcindgenos: requieren de la presencia de otros agentes iniciadores para la induccion

neopldsica, por ejemplo: MPA.

La mayor parte de los estudios han demostrado que el proceso de iniciacién es irreversible. Por
ejemplo, en el modelo de carcinogénesis quimica en la piel del ratén, la aplicacién de pequenas
dosis de carcindgenos indujo tumores ain cuando la aplicacion del promotor se habia demorado de
9 a 12 meses (Berenblum I. y Shubik P., 1947; Boutwell R., 1964). Sin embargo, en este mismo
modelo, Roe y col. han demostrado que si el plazo entre iniciador y promotor superaba el aro, la
incidencia tumoral era practicamente nula (Roe F. y col., 1972); ésto indicaria que en determinados

tejidos existe una eliminacién de las células iniciadas.

La promocion puede ser definida como el proceso mediante el cual las células iniciadas dan
lugar a un tumor bajo los estimulos de un agente que, por si mismo, es incapaz de inducir la
transformacion neopldsica. El fendmeno es reversible hasta que aparece la “primer célula tumoral”.
En general la mayoria de los promotores no necesitan activarse por una metabolizacion a especies
electrofilicas. A diferencia del “estado iniciado”, que es relativamente estable, la promocidn puede
ser modificada por diversos factores ambientales como son la edad, el sexo, el balance hormonal,

etc.

En los dltimos 10 afios se le ha dado importancia a la accién promotora de moléculas, segun
su estado redox. Por ejemplo las dos formas mds importantes del oxigeno son superdxido O, y su

acido conjugado el radical hidroperéxido HO,, el oxigeno simple '0,, el radical hidroxilo OH" y el
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peréxido de hidrogeno H,0,. Las consecuencias de la interaccién de estas especies con moléculas
intracelulares produce intercambio de cromatidas hermanas, aberraciones cromosomales,
citotoxicidad, carcinogénesis y degeneracion celular por senescencia. En la carcinogénesis, las
especies de oxigeno activo jugarian un rol principalmente en la fase promotora, durante la cual la
expresion de genes de células iniciadas es modulada por el estado redox de la célula (Cerruti P.,
1985). Por otra parte, muchos antioxidantes son anticarcindgenos, ejemplos son la vitaminas C y
E que antagonizan la promocion de los ésteres de forbol. Ademads de estos anticarcindgenos existen
otras moléculas de bajo peso molecular como sulfhidrilos no proteicos, cisteina , glutation y
cisteinglicina que juegan un rol importante en la defensa celular inactivando los radicales oxigeno

activos.

Finalmente el tercer y ultimo paso es la progresion, donde se seleccionan células que poseen
una mayor malignidad, ya sea porque crecen mds rapidamente o porque han desarrollado gran
capacidad invasiva y eventualmente producen metdstasis (Archer M., 1987). También se han
demostrado que los radicales de oxigeno estan relacionados con la transduccién de senales de
factores de crecimiento; por ejemplo el tratamiento de células en cultivo con TNF-alfa aumenta el
estado de oxidacion intracelular generando un aumento del nivel basal del activador de
plasmindgeno tipo uroquinasa, una enzima proteasa de serina involucrada en la degradacion de la
matriz celular. Otros articulos indicarian que las especies reactivas de oxigeno achian como sefiales
de factores de crecimiento, como IL-1, TGF-beta y IL-8 (Egawa K. y col., 1994; Ohba M. y col,,
1994; Satriano J. y col., 1986).

Hay modelos experimentales en los cuales estas tres etapas son facilmente distinguibles; sin
embargo en la mayoria de los casos un mismo carcinégeno actia induciendo el proceso completo
y en tal caso se dice que es un carcinégeno completo (Archer M., 1987). Aunque los agentes
carcinogénicos pueden ser estudiados por separado, muchos de ellos actian conjuntamente. Existen
evidencias experimentales y clinicas que indican que la transformacién neoplasica es un proceso que

involucra eventos multiples y sucesivos (Vogelstein B. y col., 1988).

1. Nitrosamidas

Pdgina 22



Estos nitroso-compuestos inducen tumores en una amplia variedad de tejidos y de especies
susceptibles a su accidn carcinogénica. A diferencia de las nitrosaminas, las nitrosamidas
inducen tumor unicamente en la zona de administracion con excepcién de la metilnitrosourea
(MNU); la especificidad de tejido de las nitrosamidas puede depender de la dosis pero no de
la via de administracion. La susceptibilidad depende en gran parte de la estructura quimica, y
aunque el mecanismo del efecto organotrépico es aun desconocido, se sabe que en general es

necesaria una activacién enzimadtica en el tejido blanco (Archer M., 1987; IARC, 1979).

a. Metilnitrosourea

(1) Caracteristicas Generales.

Son cristales amarillo pélido, con un punto | |
de fusién de 124°C. Es soluble en agua y
solventes orgdnicos polares e insoluble en O — N NH2

no polares. La estabilidad de la solucién Figura 1 - MNU

Su masa molecular relativa es de 103.1.

acuosa es pH dependiente (a mayor pH
menor vida media del compuesto). Es usado para obtener diazometano, ya que en solucién
alcalina se descompone a este producto (IARC, 1979).

Desde mediados de siglo, las nitrosoureas se usan como terapia en determinados tumores
por sus propiedades citotoxicas y citostdticas, s6lo o en combinacidn con ciclofosfamida
(Nagarkatti M. y col., 1989). En 1967 se comprobd que en cultivos de células de raton tratados
con MNU existian cambios en la morfologia y en el crecimiento celular y pérdida de la
inhibicion por contacto, todos ellos heredables. Se demostrd t.ambién que al inyectar células
previamente tratadas con MNU en ratones singeneicos habia desarrollo tumoral, mientras que
células no tratadas no lograban implantarse (Sanders F. y Burford B., 1967). Gullino y
colaboradores propusieron al modelo de MNU en la rata como modelo experimental in vivo de
cancer de mama humano (Gullino P. y col., 1975); posteriormente este modelo fue muy
utilizado por otros autores para estudiar mecanismos de carcinogénesis hormonal (Singer B.,

1979).
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(2) Datos biologicos:

MNU es un carcindgeno de accién local y sistémica, cuya efectividad como tal, se ha

demostrado en distintos animales y por distintas vias de administracion (IARC, 1979):

a) Oral: Se desarrollan tumores en tubo digestivo y en sistema nervioso periférico en ratas,
hamsters, cobayos, cerdos y monos (Reddy J. y Rao M., 1975; Adamson R. y col., 1977;
Reddy J. y col., 1974).

b) Intubaciones intragdstricas: Se desarrollan adenocarcinomas gdstricos en ratas
(Tatematsu M. y col., 1992).

c) Topicaciones en piel: Tumores de piel se desarrollan en ratones, ratas y hamsters y

leucemias en ratones recién nacidos (Graffi A. y col., 1967).

d) Instilaciones vaginales: En ratas y ratones de la cepa ICR, MNU produce un nimero

bajo de tumores cervicales y de endometrio (Niwa K. y col., 1989; Niwa K. y col., 1991).
e) Inhalaciones y/o administracion intratraqueal: En hamsters se observaron tumores en el
aparato respiratorio (Herrold K., 1970; Schreiber H., 1970).

f) Intraperitoneal:En hamsters y cobayos se detectaron tumores de intestino (Reddy J.,
1974). En ratones aduitos se encontraron adenomas bronquiales y tumores en higado y
rinoén; en neonatos se vieron adenomas en pulmoén y linfomas. En ratones de distintas cepas
se ha demostrado que la administracion de MNU induce linfosarcomas timicos (Siedel H.
y Kreja L., 1984). En ratas se observan tumores de origen nervioso, tumores renales,
digestivos y mamarios (Terracini B. y Testa M., 1970; Waldmann V. y Rabes H., 1992).
g) Subcutdnea y/o intramuscular: En ratones, ratas y hamsters se desarrollan tumores en
tejido linfoide, en pulmén y en higado; en ratones neonatos se hallan tumores de timo
(Hass H. y col., 1973; Terracini B. y Stromignoni A., 1967).

h) Intravenosa: En ratones, hamsters, gerbillos, conejos y perros se identificaron tumores
en el aparato digestivo, respiratorio, circulatorio y sistema nervioso (Denlinger R. y col,,

1974; Dexter D. y col., 1974; Hass H. y col., 1975).

De lo expuesto se desprende que MNU tiene distintos efectos organotropicos segun los
animales, las vias y también los tiempos de administracion (Swenberg J. y col., 1975).
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Entre los efectos toxicos en distintos animales se determind que en ratas, la dosis letal 50
(DLS50) por via oral ¢ i.v., es 110 mg de MNU /kg; y en hamster por via s.c. la DL50 es 50-
110 mg /kg, y por via i.v. la DL50 es 50 mg /kg. Se publicaron trabajos donde se encontraron
efectos embriotdxicos y teratogénicos (Kelly M. y col., 1968; Mohr G. y col., 1974; Tomatis
L. y col,, 1975).

Entre otros efectos mutagénicos en células de hamsters se observaron intercambios de

cromdtides hermanas, cortes, fragmentaciones y traslocaciones (Abes S. y Sasaki M., 1977).
(3) Reacciones quimicas involucradas y mecanismos de accion.

CH,—N=N—OH + H* —> CH;N,* + H,0 —> CH,* (carbocation alquilante).

Ademads del metilo que formard los aductos, se produce también el idn cianato que
reaccionard con las proteinas séricas, siendo responsable de la toxicidad de MNU en células
en crecimiento (Knox D., 1976). Diez minutos después de la administracion i.v. de MNU, no
se detecta en sangre pues es rapidamente absorbido y metabolizado; su vida media es menor
de quince minutos. Los productos de metabolizacion del carcinégeno interactian con el ADN,
en el que se detectan metilaciones en:

- 1-metil-; 3-metil-; 7-metil-Adenina

- O-6-metil-; 7-metil-Guanina

- 3-metil-Citosina

- 3-metil-; O-4-metil-Timidina

De todas estas posibilidades la persistencia de la metilacion en O-6-metil-Guanina seria
fundamental en la actividad carcinogénica del MNU (Singer B., 1979; Rabes H. y col., 1986).
Esta alteracion puede producir un mal apareamiento de esta base o formacion de un sitio
apurinico, con los consecuentes errores en la replicacién y en la transcripcion que pueden ser

heredados.

(4) Factores que varian la respuesta tumoral
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La hepatectomia parcial aumenta la sintesis de ADN y la incidencia de tumores en el
higado en animales tratados con MNU; lo mismo se observa en animales jovenes, donde existe
alta tasa de creciiniento (Abes S. y Sasaki M., 1977, Craddock U. y Frei J., 1974). También
se ve una mayor incidencia tumoral luego de una aplicacién i.p. de MNU mas sulfato de
isoprenalina (estimulante de la sintesis de dcidos nucleicos). Rabes y colaboradores investigaron
la relacion entre la etapa del ciclo celular en que se administra el carcindgeno y la incidencia
de tumores (Rabes H. y col., 1986). Demostraron que en la etapa G1 temprana se obtenian
pocos focos después del tratamiento con la droga pero la frecuencia aumentaba luego de la
inyeccion entre las fases G1-S y era maxima en fase S temprana, para declinar en S media y
caer en S terminal y G2-M a iguales valores que G1 temprano. Existe entonces una estrecha
relacion entre el poder carcinogénico y el estadio proliferativo. La sintesis de ADN decrece
cuando se aproxima a G1-S medio lo que permite la accion de sistemas reparativos, evitaindose
de esta manera la persistencia de la metilacion. En un estudio realizado en células HeLa S3 en
suspension, se demostro que la estructura primaria de la cromatina juega un rol importantisimo
en la modulacion del dano del carcindgeno, ya que existe una localizacion preferencial de

presencia de aductos en el ADN nucleosomal (Boffa L. y col., 1992).

Ratko y col. descubrieron que en rata el patron de alquilacion del ADN inducido por MNU
de la glandula mamaria variaba segun la fase del ciclo estral en la que se encontraba el animal
en el momento de la inyeccion del carcindgeno. Si la inoculacion se efectuaba durante el estro
o proestro, la latencia disminuia y aumentaban la incidencia y el nimero de tumores por
animal, con respecto a ratas control inoculadas en diestro. Sus resultados les sugirieron que la
remocion de estos aductos es llevada a cabo por un sistema de reparacion del epitelio mamario
que depende del entomo hormonal, ya que no observaron lesiones en otros organos tales como
el higado en ningin momento del ciclo en que se encontraba la rata al ser inoculada por MNU

(Ratko T. y col., 1988).

En forma similar, las lesiones preneopldsicas inducidas por MNU en la rata son diferentes
segun la fase del ciclo en la que el carcindgeno fue inyectado. Se observaron anormalidades
en los brotes terminales (TEBs) dentro de la primera semana de inoculacion de MNU; y éstas

se hacen significativas en proestro y estro con respecto al diestro. La incidencia de tumores de
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mama era mayor en los animales tratados en proestro (Anderson C. y col., 1991).

La administracién de estrogenos a ratas que recibieron una dosis de MNU cada semana
durante tres semanas indujo una mayor incidencia y una menor latencia de tumores uterinos

con respecto a los controles sin tratar con estrogeno (Niwa K. y col., 1991).

Grubbs C. y col. demostraron que la administracion de estrégenos y progesterona en ratas
previo al tratamiento con MNU, genera resultados controvertidos: por un lado si la aplicacion
hormonal era inmediata al inéculo del carcinégeno habia un aumento de la incidencia tumoral,
mientras que si se dejaban pasar 40 dias entre el indculo y el tratamiento hormonal, se

observaba un efecto protector (Grubbs C. y col., 1983).
(5) Oncogenes activados por MNU

En tumores mamarios inducidos por MNU se demostré por andlisis de oligonucledtidos
que en el gen H-ras existiria una transicion de bases G—->A en el codon 12 (GGA—->GAA),
(glicina por valina) (Sukumar S. y col., 1988); lo mismo fue determinado por secuenciacion en
estudios in vitro (Zarbl H. y col., 1985). En tumores hepédticos en rata inducidos por una sola
dosis de MNU, se demostraron rearreglos, amplificaciones y altos niveles de transcripcion del
gen c-myc (Suchy B. y col.,, 1989). En estudios realizados en tumores de colon de rata
inducidos con MNU, se encontraron rearreglos, inserciones y/o deleciones intragénicas en los
loci de H-ras y myb de diversos tumores, ademas de- mutaciones puntuales y pequenas
alteraciones de los genes fos y abl (Alexander R. y col., 1992). En un trabajo reciente de
induccion de adenocarcinomas marmarios en ratones transgénicos que sobre expresaban el N-ras
normal, la administracion de MNU indujo la aparicién de adenocarcinomas mamarios y
linfomas. En este modelo no se encontrd el ras mutado, por lo que se concluye que la sobre
expresion de este gen normal cooperaria con otros posibles genes mutados por MNU en el

proceso de carcinogénesis (Mangues R. y col., 1994).
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D. Carcinogénesis hormonal

1. Mecanismo de accion de hormonas esteroideas

Las hormonas esteroideas se caracterizan por poseer una estructura quimica bdsica derivada
del colesterol, con grupos unidos que le confieren especificidad; dentro de esta familia se encuentran
los estrégenos, androgenos, progestdgenos, glucocorticoides y mineralocorticoides. Existen sustancias
que si bien no tienen estructura esteroidea, como por ejemplo los andlogos del estradiol, poseen
también la capacidad de unirse al receptor y generar una respuesta hormonal. Los receptores de
estas hormonas pertenecen a una superfamilia que incluye ademds de los receptores para hormonas

esteroideas, al receptor de la hormona tiroidea, vitamina D y acido retinoico (Sutherland D.J., 1987).

El mecanismo general de accion de los esteroides se muestra en la siguiente figura:

MECANISMO DE ACCION DE HORMONAS ESTEROIDEA{

La hormona penetra la membrana celular
por difusion y se une al receptor nuclear
especifico que estd formando un complejo con
proteinas “heat shock” que lo mantienen
‘inactivo’. Estos receptores son proteinas que
tienen una estructura comiin con dos regiones

altamente conservadas, una en aproximadamente

la mitad de la proteina (conocido como el

dominio C) involucrada en la interaccion con el E: Hormona esteroidea
- ER: Receptor de la hormona esteroidea
16 1- 1 ERE: Elemento respondedor a esteroides
DNA y la otra en la regién carboxi-terminal FSD: rote el

(dominio E/F) que une la hormona formando un Figura 2. Mecanismo de accion de las
complejo funcional. Este complejo conduce a la hormonas esteroideas .

formacion de una estructura dimérica que adquiere afinidad de unién al DNA en un sitio que se
conoce como elemento respondedor de esteroides, cuya secuencia nucleotidica es palindromica y
estd usualmente ubicada en la regién 5’ del gen respondedor al esteroide. El receptor ocupado con
su ligando especifico actuaria junto con factores de transcripcién y otros componentes del complejo
transcripcional para modular la expresion génica. Algunos de estos genes directa o indirectamente

conducen al establecimiento de mecanismos autocrinos o paracrinos de crecimiento celular
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(Katzenellenbogen B. y col., 1993).

En el caso particular de la progesterona, esta hormona posee un receptor formado por dos
isoformas proteicas A y B que solo difieren entre si en que a la A le falta una porcién de la
secuencia amino terminal por inicio diferencial de la transcripcion. Los dimeros formados pueden
ser AA, AB o BB y se postula que esta diversidad pedria regular los distintos efectos de la
progesterona en diversos tejidos (Schott D. y col., 1991; Horwitz K. y col., 1993).

2. Relacion entre las hormonas esteroideas y el cancer

En la primera mitad de siglo se propuso que el desequilibrio producido en el mecanismo
regulatorio que ejerce la hipofisis sobre las glandulas enddcrinas puede conducir a la aparicién de
alteraciones neopldsicas. Uno de los trabajos pioneros y mds citado de la relacion de hormonas y
tumores es el modelo presentado por Biskin M. y Biskin G. en 1944. Estos autores transplantaban
ovarios de animales singeneicos en bazo de ratas normales; los estrégenos sintetizados por el
implante son volcados al sistema venoso esplénico y llevados al higado donde son metabolizados
y eliminados de la circulacion general. Esta disrupcion de la retroalimentacion negativa entre
gonadas e hipdfisis da como resultado la falta de inhibicion de la liberacion de gonadotrofinas
hipofisarias lo que provoca un estimulo constante en los ovarios injertados desencadenando la
aparicion de una neoplasia.

Las observaciones pioneras de Beatson ya a fines del siglo pasado, sugirieron una relacion entre
la aparicion de tumores de mama y las funciones ovaricas (Beatson G. y col., 1896). Posteriormente
se demostré que otros turnores como algunas leucemias, carcinomas de prdstata y endometrio
ademds del de mama, pueden ser modulados positivamente en su crecimiento por hormonas
esteroides (IARC, 1979). En las tltimas décadas, se ha aprovechado la capacidad de las hormonas
para regular la proliferacion celular para dilucidar mecanismos autocrinos y paracrinos relacionados

con la transformacion celular (Dickson R. y Lippman M., 1987).

a. Relacion entre estrogenos y neoplasia

Desde hace algunos anos se ha postulado que los estrégenos podrian jugar roles multiples como

Pdgina 29



carcindgenos, agentes permisivos y promotores junto al aporte de otras hormonas o factores
hipofisarios que actuarian directa o indirectamente como mitégenos (Pike M. y col., 1983; Dickson
R. y Lippman M., 1987). Existen evidencias experimentales que demuestran que los estrégenos son
promotores tumorales a través de mecanismos epigenéticos y que determinados metabolitos son
capaces de alterar directamente el ADN. Por ejemplo se sugiere que la unién covalente de 16-alfa-
hidroxiestrona, uno de los metabolitos de la biotransformacion del 17 beta-estradiol, funcionaria
como iniciador turnoral en explantos y cultivo de células de glandula mamaria de ratéon y humana
(Telang N. y col., 1992). En mujeres se reporté una mayor actividad de la enzima estrégeno-16-alfa-
hidroxilasa en pacientes con tumor mamario o en pacientes de alto riesgo comparado con pacientes
normales. Se ha demostrado que la 16-alfa-hidroxiestrona se une en forma covalente al receptor de
estrogeno; esto sugiere que éste podria ser uno de los mecanismos de transformacién maligna en
los tejidos respondedores a estrogeno (Swaneck G.E. y Fishman J., 1988; Bradlow H. y col., 1994;
Osborne C. y col., 1993). Adlercreutz y col. proponen que la 2-hidroxiestrona seria el metabolito
relacionado con el aumento de riesgo de induccién de cancer de mama (Adlercreutz H. y col,,
1994).

Por todo lo anterior, se podria decir que los estrégenos podrian actuar como carcindgenos
completos (Nebert D., 1993): los metabolitos de la hidroxilacién del estradiol formarian aductos en
el ADN, fijando mutaciones y activando oncogenes (iniciacion tumoral); el 17-beta-estradiol (E,)
a través del receptor de estrogeno, podria estimular la via de transduccion de senales de factores de

crecimiento no genotoéxicos produciendo un aumento en la divisién celular (promocion).

(1) Factores de crecimiento como mediadores

en la accion estrogénica

En la mayoria de los modelos experimentales de cdancer de mama se les ha atribuido a los
estrogenos y a la prolactina roles importantes en la carcinogénesis, modulando el crecimiento
de células epiteliales y la diferenciacion (Sheehan D. y col., 1982; Welsch C. y col., 1977; Vic
P. y col., 1982; Lippman M. y col., 1976). La hipétesis de que los estrégenos inducen factores
de crecimiento autocrinos fue avalada por experimentos usando medios condicionados
enriquecidos en factores secretados por células estrogeno-respondedoras expuestas a hormonas

y por el hecho de que estos factores se segregan constitutivamente en células estrogeno-
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independientes o auténomas. Algunos de estos factores actian por via autocrina sobre las
células epiteliales que expresan los receptores adecuados, mientras que otros lo hacen sobre las
células estromales en forma paracrina (Osbome C. y col. 1990; Lippman M. y col., 1986).
Todos estos factores podrian actuar también via intracrina por interacciones en el complejo de
Golgi o en vesiculas secretorias (Mathieu M. y col., 1990). La hipétesis de que estos factores
median la actividad mitogénica de los estrégenos se ve favorecida por el hecho de que hay una
mayor expresion de factores mitogénicos en células tratadas con estrégenos que es abolida por
la administracion de antiestrogenos y viceversa. La regulacion transcripcional de los inhibidores
del crecimiento, como los factores de transformacion beta (TGF-beta) 1,2 y 3, es disminuida
por los estrégenos y estimulada por antiestrogenos (Osborne C. y col., 1989; Arrick B. y col,,
1990). La hipétesis intracrina se ve apoyada por la relativa ineficacia de los anticuerpos
neutralizantes en bloquear el crecimiento celular (La Rocca L. y col., 1990; Vignion F. y col.,
1992). Los factores de crecimiento que mads se han asociado a proliferacién de células
tumorales mamarias son los de la familia del factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor
de transformacidn alfa (TGF-alfa), 1a familia de los factores semejantes a la insulina I y I (IGF
I, IGF II), y por ultim/, algunos miembros de la familia del FGF. Por otra parte los TGF-beta
se comportan como reguladores negativos de la proliferacion de células epiteliales y positivos
en células estromales. Los estrogenos y EGF e IGF-I pueden regular la expresion de
determinados genes como el del RP y de enzimas lisosomales; pueden también directa o
indirectamente aumentar la produccién de IGF-II, TGF-alfa, PDGF, etc, y de sus receptores.
A su vez estos factores pueden regular la eficiencia de union de los esteroides, modulando la

fosforilacién del receptor nuclear (Freiss G. y col., 1993).
b. Relacidn entre progestagenos y neoplasia

Dentro de las sustancias de actividad hormonal esteroidea estdn los progestagenos
sintéticos, que como su nombre lo indica, tienen actividad progestacional. Su potencia se valora
con un ensayo bioldgico consistente en la induccién de diferenciacion del endometrio de
conejo, por administracién sistémica o intrauterina, que son los tests de Mc Phail y Mc Ginty
respectivamente (Russo I. y Russo J., 1991). Se utiliza iitero de rata para determinar si la

hormona induce deciduomas, si inhibe la ovulacién o mantiene la prefiez después de la
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ovariectomia. Sin embargo los efectos de los progestagenos en la glindula mamaria normal
estan muy discutidos. Existen evidencias que sugieren que podrian actuar como potenciadores
de los carcindgenos quimicos en rata y ser mitogénicos en tumores de ratén (Danguy A. y col,,
1980; Welsch C. y col., 1968; Nagasawa H. y col., 1980; Kiss R. y col., 1986). En general su
accion depende del sistema, de las dosis y del tiempo y forma de administracion; en el caso
del progestageno sintético linestrenol, la dosis de 3 mg/kg protege a hembras de la raza canina
Beagle de la aparicién de tumores de mama, pero a dosis de 50 a 120 veces superiores
producen carcinomas mamarios (Misdrop W., 1991). Se observaron efectos dosis/respuesta
similares con diferentes progestdgenos en ratas, perros y monos (Russo y col., 1989; Concannon
y col., 1981; Tavasolli y col., 1988). En gatos, la administracion regular de progestdgenos para
la prevencion del estro 6 por problemas dermatoldgicos, incrementa considerablemente el riesgo
de tumores mamarios, pero ésto no ocurre cuando se administra en forma discontinua (Misdrop
W., 1991). En la linea tumoral humana MCF-7, distintos progestdgenos a concentraciones en
suero equivalentes a las dosis de anticonceptivos orales (3-5 ng/ml), no producen estimulo en
la proliferacion celular; sin embargo, el uso de concentraciones farmacoldgicas por encima de

estos valores induce division celular (van der Burg B., 1991).

No hay que olvidar que las hormonas que son clasificadas como progestagenos, lo son por
su habilidad de mantener el embarazo, lo cual no excluye que posean otras respuestas que
imiten la accidn de hormonas tales como los glucocorticoides, estrogenos o andrégenos sobre
una variedad de tejidos reproductivos o no. Entre las distintas interrelaciones de las hormonas
hay que considerar aquellas que tienen un efecto potenciador o uno contrario cuando son

administradas en conjunto (Muwszowicz 1. y col., 1974).

Esta lejos de ser claro el rol de las hormonas en general y de los progestdgenos, en
particular en la patogénesis mamaria. Entre las muchas acciones de los progestigenos se
determind que en perros la progesterona enddgena durante el metaestro y la progesterona que
se administra para prevenir el estro, causa secrecion excesiva de la hormona de crecimiento
(GH) e IGF-1 aumentando los niveles plasmaticos y ambas son hormonas mamotroficas

(Selman P. y col., 1991).
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Existe una relacion indirecta entre el grado de diferenciacién de la glandula mamaria
previa a la exposicion a un carcinégeno y la induccién tumoral. Russo y col. estudiaron el
efecto de la ovariectomia y la administracion de hormonas sobre varias estructuras ducto-
terminales en glandula mamaria de rata: TEB, conducto terminal y ldbulo germinal. Estos
autores demostraron que la cinética de crecimiento en la glindula no estd regulada
principalmente por los niveles de hormonas sistémicas, sino mas bien por mecanismos locales
selectivos, intimamente relacionados con el grado de diferenciacion de cada estructura. Por
ejemplo, la ovariectomia afecta mas profundamente la proliferacién de estructuras diferenciadas
que las que no lo estdan. Los TEBs no son enteramente dependientes de los esteroides ovaricos
para mantener su alta tasa de proliferaciéon (Russo J. y Russo I, 1991). Sus estudios revelaron
que los tumores originados de estructuras terminales indiferenciadas en hembras jovenes,
virgenes y sexualmente maduras, estan preponderantemente ubicados en la region tordcica; aqui
los TEBs son mas grandes y numerosos que aquellos ubicados en la region abdominal. La
mayor susceptibilidad de estas dreas a la transformacion neopldsica ha sido atribuida a

diferencias topograficas en el desarrolio de 1a mama (Russo I. y col., 1986).

(1) Acetato de medroxiprogesterona (MPA)

(a) Caracteristicas generales:

pregnano,
pregnano-3,20-diona, cuya estructura es muy
parecida a la progesterona y posee, como ésta,
actividad antiestrogénica en concentraciones
séricas mayores a las usadas en terapia tumoral
( > 200 ng/ml). También se han observado
propiedades estrogénicas pero a nivel del eje

hipotdlamo-hipofisario como bloqueo de la se-

El MPA es un progestiageno derivado del TH:, (I3Ha
17-alfa-acetoxi-6-alfa-metil-4- =0 =0
<-O-CCH,

cH

Progesterona. Acetato de medroxiprogesterona.
Figura 3.  Estructuras quimicas de la

progesteronay medroxiproges-
terona.

crecién de gonadotrofinas y disminucién de la concentracion de estradiol intracelular (El Etreby M.

y col., 1979). Se ha demostrado hace algunos afos que el MPA puede unirse a los receptores de
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andrégenos y desencadenar distintos tipos de respuestas relacionadas con actividad androgénica,
como por ejemplo inducir la secrecion de EGF en glandulas salivares de ratén (Bullock L. y col.,
1975). Algunos progestagenos que poseen el grupo 17-beta-OH pueden, en concentraciones altas,
unirse a receptores de estrégenos y esta actividad puede ser bloqueada por antiestrégenos (van der
Burg B., 1991); este no es el caso del MPA pues carece del grupo funcional 17-OH (Miller W. y
O'Neil J., 1990).

(b) Usos clinicos

Ya desde 1970 se utiliza el MPA como droga anticonceptiva en mds de 90 paises.
Aproximadamente 30 millones de mujeres en el mundo lo han usado y alrededor de 2 millones de
personas lo utilizan hoy en dia. En Estados Unidos el unico anticonceptivo inyectable disponible
desde 1993 es el MPA depot y la dosis recomendada es de 150 mg intramuscular cada tres meses.
Posee una eficacia anticonceptiva del 99% de anticoncepcion e inhibe la ovulacién durante 14
semanas. En el primer afio de uso continuo genera episodios impredecibles de sangrado irregular,
pero con el tiempo estos eventos disminuyen y se establece una amenorrea continua. Aunque la
supresion de la ovulacidon puede persistir hasta 18 meses, no se afecta la fertilidad en forma
permanente. El uso del MPA por largos periodos produce una reduccién del sangrado menstrual que
ha sido asociado con una disminuciéon en la incidencia de enfermedades inflamatorias y de
candidiasis. Se reduce dramdticamente la incidencia de cancer de endometrio y esta también
involucrado en una reduccidn reversible de la densidad dsea, probablemente a través de la supresion
enddgena de la produccion de estrogeno. E1 MPA se utiliza en el tratamiento de la amenorrea
secundaria, metrorragia uterina, endometriosis, en mujeres embarazadas con pobre respuesta
progestacional, en carcinomas endometriales y en cancer de mama avanzado (Murad F. y Guilman
A., 1975; Gambrell R., 1988; Cortes Funes H. y col., 1983). Cuando se administra a mujeres
durante la lactancia, el MPA se secreta en la leche, por lo que existe una exposicion exdgena a la
hormona en recién nacidos (Schwalhe P., 1974). Otras indicaciones son: en el tratamiento de la
dismenorrea, aborto recurrente, tension premenstrual, infertilidad luteal y pubertad precoz (Sun M.,
1984). En los tltimos afios se ha utilizado MPA como terapia de neoplasias hormono-respondedoras:
mama, testiculo, ovario y rifion; en el caso de carcinomas de mama se logra un 30-40% de respuesta
en tumores avanzados (Schulz K. y col.,, 1985). Si bien el uso de progestdgenos en pastillas

anticonceptivas se consideraba inocuo y se creia que disminuia la incidencia de carcinomas
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mamarios en la mujer, trabajos recientes sugieren un aumento de incidencia de cancer de mama en

mujeres jovenes después de 1-2 afios de exposicién al progestigeno (WHO, 1984; WHO, 1993).

En la mayoria de los tratamientos de pacientes oncolégicos con drogas citotdxicas se producen
efectos colaterales de mielotoxicidad. EIl MPA posee un efecto mieloprotector en la quimioterapia
combinada de tumores sélidos (carcinomas de cabeza y cuello). Los autores proponen que esta
accion seria debida a la capacidad de MPA de inducir un arresto mitético de las células progenitoras

de la médula dsea que las protege de la accién de la droga (Amadori D. y col., 1992).

Existen controversias sobre la actividad de MPA como modulador de la vascularizacion en
distintos sistemas. Posee una accidn inhibitoria sobre células endoteliales pretratadas con inductores
angiogénicos como bFGF y TGF-alfa (Yamamoto T. y col., 1994); este efecto también se compro-
bo sobre distintas lineas tumorales, ejerciendo su actividad inhibitoria sobre proteasas como el acti-
vador de plasmindgeno y colagenasas e induciendo la sintesis de un inhibidor natural del activador
de plasminégeno tipo uroquinasa (PAI-1) (Fan T. y col., 1995). Sin embargo en el trabajo de
Moulton y Khan, el tratamiento de células del epitelio luminal y miometrio estromal de uteros de
rata con MPA, aumenta la expresion y el procesamiento de catepsina D, una aspartil proteasa lisoso-
mal relacionada con eventos de invasion celular y metastasis (Moulton B. y Khan S., 1992; Vetvicka
V. y Fusek M., 1994)

(c) Efectos carcinogénicos
i) En humanos

Varios estudios epidemioldgicos han tratado de dilucidar el posible rol carcinogénico del
MPA. Uno de los primeros estudios fue realizado en Costa Rica (WHO, 1993; Lee E. y col.,
1987) y encontraron que el MPA en depdsito subcutdneo incrementaba al doble el riesgo de
cancer de mama, pero el disefio experimental de este estudio fue cuestionado. Un segundo
estudio fue realizado en Nueva Zelanda y no se encontré ninguna asociacion entre el uso del
MPA y el riesgo de cancer mamario, sin embargo las usuarias de aproximadamente 1 afio,
tenian una doble probabilidad de adquirir la enfermedad antes de 35 afios, y las de mds de 2
afios antes de los 25 afios; por lo tanto los autores especulan que el MPA depot podria

aumentar el riesgo de cancer solamente al principio del tratamiento, quizd actuando como un
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promotor en estadios tardios de la carcinogénesis (Van Leeuwen F., 1991).

ii) En ratones
Los estudios realizados con concentraciones de MPA de 5 mg i.m. en ratones hembra de
la cepa MARSH indican que MPA no es carcinogénico (Bischoff y Bryson, 1977). Por otra
parte Nagasawa y col., sugirieron que cuando se tratan durante dos meses a ratones hembras
de la cepa SHN con MPA a concentraciones de 25 mg, disminuye la incidencia de nédulos
alveolares hiperpldsicos (Nagasaswa H. y col., 1985), sin embargo, posteriormente los mismos
autores (Nagasaswa H. y col., 1988) demostraron que MPA a concentraciones de 30 mg cada

2 meses durante 7 meses aumentaba la incidencia tumoral.

En nuestro laboratorio hallamos que la administracién de este progestdgeno a hembras de
la cepa BALB/c (40mg en forma de pellet o depésito s.c.), induce adenocarcinomas de mama

después del afno de comenzado el tratamiento (Lanari C. y col., 1987).

iii) En perros
En experimentos con estos animales, se demostraron diferencias significativas en el
aumento del nimero de los nédulos alveolares hiperpldsicos en los grupos tratados con MPA
75 mg/kg (25 veces la dosis recomendada para humanos). Ademas el 75% de los perros
tratados con esta dosis desarrollaron tumores malignos con metastasis al final del cuarto afio,

mientras que ningun animal control presentdé tumores (Misdrop W., 1991).

iv) En ratas

En un modelo experimental de induccién de tumores de mama en rata utilizando dime-
tilbenzantraceno (DMBA), Danguy y col. demostraron que MPA poseia un efecto estimulatorio
del crecimiento tumoral utilizado en dosis de 0.5-5 mg/kg/dia, mientras que a dosis mayores
(50-100 mg/kg/dia) lo inhibia (Danguy A. y col., 1980). Por otra parte, Russo y col. (Russo L.
y col., 1989) demostraron que cuando se usan dosis de MPA equivalentes a las usadas en
tratamientos anticonceptivos (2.5-3 mg/kg), no existia diferencia en la induccién de tumores
mamarios por DMBA respecto a los controles sin tratar, mientras que con dosis 10 veces

mayores de MPA, se observaba una inhibicion de la diferenciacion mamaria con un aumento
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de la incidencia tumoral (Russo IH. y Russo J., 1991; Selman P. y col., 1991).

VI. ANTECEDENTES Y ORIGEN DE NUESTRO MODELO EXPERI-
MENTAL.

En nuestro laboratorio hemos demostrado que ratones hembras virgenes de la cepa BALB/c tratados
con dosis altas de MPA desarrollan adenocarcinomas de mama, con una incidencia actuarial del 80%
y una latencia media de 52 semanas (Lanari C. y col., 1986). La mayoria de los tumores inducidos son
ductales, expresan altos niveles de RE y RP, niveles no detectables de EGF-R y son MPA-dependientes
en los transplantes singeneicos. En menor proporcion se obtienen tumores lobulillares que no expresan
RE y RP, pero si EGF-R; estos ultimos son hormono-independientes para su crecimiento en transplantes
singeneicos. Los adenocarcinomas espontdneos obtenidos en hembras multiparas de la cepa BALB/c
tienen un patrén histologico similar a estos ultimos (Molinolo A. y col., 1987; Lanari C. y col., 1989).
En ratones de la cepa C3H también demostramos que el MPA aumenté la incidencia de
adenocarcinomas mamarios pero esta diferencia no alcanzd un valor estadistico (38% vs 64 %) (Lanari

C. y col., 1987).

Con la idea de obtener carcinomas mamarios de igual histologia en BALB/c con una latencia media
menor al afio pero que conserven sus caracteristicas bioldgicas, estudiamos la accién de un carcindgeno
quimico junto con la hormona. Para ello usamos MNU, un carcinégeno que se habia utilizado
ampliamente para inducir tumores mamarios hormono-dependientes en rata (Gullino P. y col.,, 1975;
Anderson C. y col., 1991), pero que no existia hasta ese momento ninguna experiencia en el raton
como carcindgeno mamario in vivo. Hemos demostrado que ratones virgenes de la cepa BALB/c trata-
das con MNU (3 dosis de 50 mg/kg .i.p. con un mes de intervalo) desarrollan con baja frecuencia tu-
mores mamarios (15%). El pretratamiento con MPA (40 mg depot s.c. cada tres meses comenzando
con 1 semana previa a la primer dosis d¢ MNU) aumenta significativamente la incidencia tumoral
(79%). La latencia tumoral fue mucho menor que la necesaria para inducir los tumores tipicos de MPA
(Pazos P. y col., 1992). En este trabajo de tesis decidimos caracterizar en profundidad este nuevo mo-

delo de cocarcinogénesis.
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Animales:

Se utilizaron hembras virgenes de la cepa BALB/c de 2 a 3 meses de edad con un peso medio
de 20 gramos. Los ratones fueron mantenidos con agua y comida ad libitum, con ciclos de doce

horas de luz y de oscuridad.

Tratamiento hormonal:

A. Acetato de medroxiprogesterona (MPA): En experimentos de induccion tumoral las dosis
utilizadas fueron de 40 mg de Medrosterona (suspension de microcristales de MPA) inoculadas
en 0,.2 ml en forma subcutdnea (s.c), en el flanco inguinal izquierdo del animal. Este indculo
fue repetido cada tres meses. En algunos experimentos el tratamiento fue suspendido a los dos
meses, extrayendo el depdsito de MPA en forma quinirgica, con la consiguiente reaparicion de
los ciclos estrales. En trabajos anteriores hemos demostrado que MPA se libera lentamente y

que este depdsito dura mds de 3 meses (Molinolo A. y col., 1987).

En los experimentos en donde se evalué la hormono-dependencia de los tumores, los

pasajes se hicieron en animales tratados con 0,.1 ml de Medrosterona (20 mg MPA) s.c.

En los experimentos disefiados para evaluar el efecto inmunoestimulador del MPA se

utilizaron pellets de 40 mg. implantados quinirgicamente en el dorso de los animales.

B. 17-beta-estradiol (E,) (Laboratorios Gador, Argentina): Se implantaron pellets de silastic
conteniendo 5 mg de E, en el dorso de los animales en los experimentos donde se investigo el

efecto inhibitorio de esta hormona sobre el crecimiento tumoral.

C. Onapristona o ZK 98299 (onaP) (Laboratorios Schering, Argentina): En los experimentos

donde se evalué el titulo de anticuerpos hemaglutinantes en ratones tratados con MPA, se

utilizaron dos formas de administracion:

1. onaP diaria: solucién acuosa, inyecciones diarias 10 mg/kg de peso.
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2. onaP pellet: pellas de sildstic de 1,7 mg.

1. Tratamiento con MNU:
La metilnitrosourea (MNU)(Sigma Chemical Co., St.Louis, MO) fue diluida en buffer sodio
fosfato (PBS) y se inyectd en una concentracion de 1 mg. en 0.1 ml. en forma intraperitoneal (50
mg/kg de peso del ratén). En cada oportunidad se prepard una solucién de MNU nueva. Debido
a la inestabilidad de la droga se inocularon los animales dentro de los 15 minutos posteriores a la

preparacion de la solucién.

Iv. Tratamientos quirdrgicos:

Para las ovariectomias (ovx), las sialoadenectomias (sialo) y las operaciones simuladas (sham)
los animales se anestesiaron con éter etilico. Las operaciones se realizaron una semana antes de
iniciar los tratamientos con MNU o MPA. En los experimentos de incidencia tumoral se considerd

como dia O el dia del inoculo de MNU.

V. Experimentos de incidencia tumoral:

Se utilizaron entre 20 y 48 ratones por grupo. Todos los animales fueron pesados al iniciar el

experimento y a los 10, 60 y 150 dias.

En los grupos experimentales en los cuales el primer agente administrado fue MNU, se evalué
en qué momento del ciclo estral estaban los animales al inocular el carcindgeno quimico, para
investigar si la incidencia tumoral dependia del estadio del ciclo estral.

El disefio de los protocolos esta especificamente sefialado en cada Tabla de los resultados. Los
grupos son presentados siguiendo el orden de la tablas de resultados:

a) Determinacion del efecto promotor del MPA.

Se estudiaron cinco protocolos:

Grupo 1: 43 animales fueron tratados con una unica dosis de MNU como control sin

tratamiento con MPA.
Grupo 2: 22 animales recibieron MPA cada tres meses sin administracion del carcindgeno
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Grupo 3:

Grupo 4:

Grupo 5:

quimico.

44 animales se inocularon con una primer dosis de MPA y a la semana un iinico
in6culo de MNU y cada tres meses recibieron un reinoculo del progestageno.
43 animales fueron tratados primero con la dosis d¢ MNU y a la semana se inicié
el tratamiento con la hormona.

42 animales recibieron un tratamiento similar al anterior pero a los dos meses de

estar tratados con MPA se les extrajo el depésito de hormona.

b) Determinacion del efecto de la sialoadenectomnia en la induccion por MPA + MNU.

Grupos 1, 2 y 3 son los mismos que se utilizaron en el item anterior.

Grupo 4:

Grupo §:

Grupo 6:

42 animales fueron sometidos a una operacién simulada de extraccion de las
glandulas salivares. Aproximadamente a los 10 dias se trataron con la primera
dosis de MPA, 2 meses después se administr6 MNU en condiciones de altos
niveles de EGF circulantes (Kordon E. y col., 1994).

41 animales recibieron igual tratamiento de drogas que el grupo 4 pero sin
manipulacion previa (control de sialoadenectomia).

40 animales fueron sometidos a una operacién de extraccion de las glandulas sali-

vares y posteriormente recibieron idéntico tratamiento al grupo 4.

c) Determinacion del efecto de la ovariectomia en la inducciéon por MPA + MNU.

Grupo 1:

Grupo 2:

Grupo 3:

Grupo 4:

Grupo §:
Grupo 6:

22 animales iniciaron su tratamiento con MPA y a la semana recibieron la
primera de tres dosis mensuales de MNU, continuando luego con la reinoculacion
de MPA.

22 animales recibieron idéntico tratamiento al grupo 1, pero una semana antes se
sometieron a la extraccion de los ovarios.

22 animales se trataron con un unica dosis de MNU y a la semana se inicio el
tratamiento con el progestdgeno.

19 animales recibieron idéntico tratamiento al grupo 3, pero una semana antes se
sometieron a la extraccion de los ovarios.

22 animales se trataron con tres dosis sucesivas y mensuales de MNU.

22 animales recibieron idéntico tratamiento al grupo 5, pero una semana antes se
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sometieron a la extraccion de los ovarios.

d) Determinacion de efecto de MNU sobre la glindula mamaria pretratada con MPA.

Grupo 1:

Grupo 2:

Grupo 3:

Grupo 4:

Grupo 5:
Grupo 6:

42 animales fueron tratados con MPA luego de dos meses se extrajo el depodsito
de la hormona. Después de transcurrir un lapso de aproximadamente 15 dias en
que los animales volvieron a ciclar, se les inyecté MNU.

22 animales recibieron un tratamiento idéntico al grupo 1, pero la administracién
del carcinégeno quimico fue de tres dosis mensuales y sucesivas.

22 animales recibieron exactamente el mismo protocolo que el grupo 2, pero una
semana antes se sometieron a la extraccién de los ovarios.

43 animales fueron tratados con una unica dosis de MNU como control sin
tratamiento con MPA.

22 animales se trataron con tres dosis sucesivas y mensuales de MNU.

22 animales recibieron idéntico tratamiento al grupo 5, pero una semana antes se

sometieron a la extraccion de los ovarios.

Los ratones fueron examinados semanalmente para detectar la aparicion de tumores. Las

mediciones del tamaiio tumoral se realizaron mediante calibre Vemier, determinando los dos ejes

mayores. Los ratones portadores de tumor fueron sacrificados cuando las lesiones alcanzaron un

tamario tumoral aproximado de 1 cm? Se hicieron autopsias completas que incluian muestras de

distintos dérganos y tumor para estudios histologicos.

Cuando hubo suficiente material tumoral se guardé segun el esquema siguiente de prioridades:

1) se fijo en etanol 96° ¢ formol 10% para estudios histolégicos.

2) se hicieron transplantes singeneicos para evaluar la hormono-dependencia.

3) se congeld en freezer de -70°C para estudiar RE y RP.

4) se congeld en nitrégeno liquido con medio de cultivo conteniendo 5% de suero fetal bovino

y 10% de glicerina para futuros transplantes singeneicos.

Los animales que no desarrollaron tumores después de 10 meses de comenzado el experimento,

fueron sacrificados y autopsiados.
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A. Estudios histologicos:

Las muestras de tejido normal y patolégico (tumores) fueron fijados en formol 10% o etanol
96° y procesado segun técnicas de rutina para su inclusién en parafina y los cortes obtenidos se

tifieron con H&E y dcido periddico-Schiff segun técnicas de rutina.

Para colorear diferencialmente las estructuras mamarias se utiliz6 la técnica del montaje total
que se describe a continuacion:

Luego de sacrificar a los ratones, se diseca la piel y el tejido subcutaneo que contiene al tejido
mamario. La piel estirada se sumerge en formalina tamponada neutra al 10% durante 24 horas o
mds. Después de la fijacion, se diseca el tejido subcutdneo, que contiene las glandulas mamarias,
de la piel. El tejido subcutdneo se sumerge en acetona para eliminar la grasa durante 2 o mds dias.
Se hidrata el tejido en alcoholes de gradacion decreciente: 100°, 90° y 70°, durante 1 hora cada
uno. Para completar la hidratacion se deja el tejido toda la noche en agua destilada. Se colorea en
solucién de azul de toluidina 0.025% en buffer de Mcllvaine durante 2 horas (Buffer Mcllvaine:
fosfato de sodio 0.04M y 4acido citrico 0.02 M, pH=4.0). Se lava en agua destilada. Se decolora el
tejido en metanol absoluto durante 30 minutos y luego con etanol 70° otros 30 minutos. Se lava el
tejido en agua destilada y se lo deja toda la noche en agua destilada. Se fija en molibdato de amonio
al 4% por 30 minutos. Se lava el tejido en agua destilada y se lo deja toda la noche en agua
destilada. Se deshidrata en etanol de gradacion creciente: 70°, 90° y 100°, durante 1 hora cada uno.
Se aclara en xileno durante toda la noche. Se monta en balsamo separando las mamas tordcicas de
las abdominales. Se observan en el micfoscopio y se seleccionan ciertas dreas que se incluyen en
parafina y se colorean con hematoxilina-eosina segun técnicas de rutina. Se fotografian en un foto-

microscopio Zeiss III.

B. Evaluacion de hormono-dependencia:

1. Transplantes singeneicos.

Se realizaron transplantes a 4 ¢ 6 ratones hembra virgenes singeneicas por medio de trocar sc.,

en el flanco inguinal derecho del ratén. Para evaluar la hormono-dependencia de los tumores, la
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mitad de los animales fue tratada paralelamente con 0,1 ml (20 mg) de MPA depot contralateral-
mente al inéculo del tumor. Los tumores fueron medidos dos veces por semana y los ratones fueron

sacrificados cuando los tumores tenian un tamafio mayor de 200 mm?
2. Medicion de RP y RE.

La medicion de receptores esteroideos se realizé por la técnica de precipitacion con carbén

dextrano utilizando un punto tnico a saturacién (Calandra y col, 1980).

Todos los procedimientos se realizaron a 0-4°C. Las muestras congeladas fueron pesadas y
luego de ser trituradas se les agregd Buffer A (20 mM Tris-CIH pH 7,4 conteniendo 1,5 mM de
EDTA, 0,25 mM ditiotreitol, 20 mM de molibdato de sodio y 10% v/v glicerol) en una proporcién
de 1 a 4 (peso/volumen) . Las homogeneizaciones se realizaron en un Polytron Pt10 (Brikman
Instruments Inc NY) con 3 pulsos de 15 segundos, con un minuto de intervalo de refrigeracion en
hielo. El homogenato fue centrifugado a 800 x g durante 15 minutos para remover las particulas
grandes y el sobrenadante fue nuevamente centrifugado a 105.000 x g durante 60 minutos en una
ultracentrifuga (Beckman [2-658). La fraccion soluble del sobrenadante (citosol) fue usada

inmediatamente en los ensayos de receptores para esteroides (Korenman S. y Dukes B. 1970).

Se tomaron alicuotas de 100 pl de citosol, por duplicado, y se incubaron con (2,4,6,7,-H]
Estradiol (85 Ci/mmol) [’H] (New England Nuclear Corp., Boston MA (NEN) 6 17 [alfa-metil *H]
R5020 (87 Ci/mmol)(NEN) 30 nM. con ¢ sin un exceso molar de 100 veces de DES o de R5020
sin marcar. La unién de estradiol y de R5020 a globulinas que unen hormonas sexuales o a
proteinas de union a cortisol, fue eliminado por adicién de 200 veces en exceso molar de
dihidrotestosterona y cortisol, respectivamente. Luego de incubar durante toda la noche en frio, se
paré la reaccion agregando 100 pl de una suspension de carbon(5%)-dextrano(0.5%) en Buffer A.
Se dejé incubar 10 minutos a 4° C y se centrifugé 10 minutos a 4.000 rpm para eliminar el
radioactivo no unido al receptor (Calandra R. 1980). 100ul del sobrenadante fueron contados en un
contador beta (Beckman). Los resultados fueron expresados en fentomoles por miligramo de proteina

de citosol. Las proteinas fueron medidas por el método de Lowry (Lowry O. y col., 1951).
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3. Respuesta a los estrogenos de los tumores transplantados.

Se estudié la respuesta a E, en 5 tumores incluyendo el inico con expresion significativa de
RE y RP. Se evaluo el efecto del agregado de E, en ratones portadores de tumor con un tamaiio
aproximado de 1 cm? y el efecto del inéculo de tumores en animales pretratados con E, (implan-
tacion del pellet: 5-6 dias antes que el indculo tumoral). En el caso de tumores progestdgeno-auténo-
mos el pellet se administré en animales tratados y en no tratados con MPA. En el caso del tumor
progestdgeno-dependiente (PD), los pellets se administraron solamente en animales tratados con
MPA depot ya que no crecen en ausencia de progestigeno. En estos experimentos se utilizaron de

3 a 6 ratones por grupo.

C. Caracterizacion de la inmunogenicidad de los tumores inducidos:
Se evalu¢ el grado de inmunogenicidad en un tumor inducido por MNU Yy en otro inducido por
MNU y MPA utilizando el test de implante y escision.

1. Test de implante y escision.

Se realiza el implante tumoral en forma sc. y se lo extirpa cuando alcanza un tamano tumoral
de 100 mm?; una o dos semanas posteriores a esta escision se desafia con un segundo implante de
tumor en el flanco contralateral del raton que no haya vuelto a desarrollar crecimiento tumoral del

primer implante (Ruggiero R.A. y col., 1985).

2. Determinacion de 1a dosis tumoral 50 (DT,

La dosis tumoral 50 (DTs,) es aquella que produce la toma de un indculo tumoral en el 50%
de losindividuos desafiados. Para calcularla se inocularon s.c. grupos de ratones (n=6) con distintas
concentraciones de células tumorales que abarcaban el rango de 10° a 10* células/ml, resuspendidas
en PBS. Se evalué el porcentaje de toma tumoral en cada grupo experimental y se halld el valor
de DT, por extrapolacion. Se repitieron los ensayos por lo menos 3 veces para calcular una DT,

media.

Se calculd asi un cociente entre la DTy, de ratones previamente inmunizados y de ratones
control. Segin pardimetros establecidos, los tumores pueden comportarse COMO altamente

inmunogénicos, de inmunogenicidad media o no inmunogénicos (Ruggiero R.A. y col., 1985).
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VI Determinacion por radioinmunoanailisis de EGF en suero (EGF-S) en animales tratados
con MPA:

Animales intactos, sialoadenectomizados y con operacion simulada se trataron con una dosis
de 40mg de MPA, 7 dias post-intervencidon quirirgica. A distintos tiempos de comenzada la
administracién de la hormona, se extrajeron muestras de sangre para obtener los sueros a estudiar,
que fueron guardados a -20°C. Considerando la periodicidad circadiana de los niveles de EGF

plasmaticos todos los sangrados se realizaron a las 10 de la manana (Krieger D. y col., 1976).

Para la determinacion por radioinmunoanalisis, se incubaron 100 ul de EGF estandar de raton
(Collaborative Res.) o de muestras, 100 pl de anticuerpos a-EGF en conejo (Collaborative Res.,
dilucién final 1:300000) y 100 ul de '®I-EGF (20000 dpm). El buffer de ensayo consistié en fosfato
0.05M, CINa 0.1M, con azida sédica 0.005% y 0.2% de albumina sérica bovina. Las mezclas se
incubaron durante toda una noche a temperatura ambiente. Se agregaron 100 pl de suero normal
de conejo (1:3 v/v) y 100 pl de anticuerpo secundario (a-IgG de conejo). Se incubd 12 horas mas
y se centrifugd a 3000g por 20 minutos, se descartaron los sobrenadantes y se contaron los
precipitados en un espectréometro de centelleo gamma. Las muestras y los estdndares se ensayaron

por triplicado. El limite de deteccion fue de 25 pg.

VI.  Estudios inmunolégicos: determinacion del estado inmunoldgico de ratones tratados con

MNU y MNU + MPA:
A. Titulo de anticuerpos antiglébulos rojos de carnero (GRC).

1. Efecto de MNU y MPA.

Se usaron lotes de animales de diez o doce animales cada uno y recibieron:
Grupo 1: MPA depot s.c. 40 mg;

Grupo 2: MNU i.p. 50 mg/kg;

Grupo 3: MPA y a la semana una dosis de MNU;

Grupo 4: control sin tratamiento.

Consideramos dia 0 la fecha de inéculo de MNU. Se evalud el estado inmunolégico de los
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animales evaluando la capacidad de estos animales de generar anticuerpos antiglébulos rojos de

camero (GRC).

A los 7, 30 o 90 dias de haber iniciado el tratamiento con MNU se inoculan con 0.5 ml de
GRC al 1% via i.p. y a los 7 dias posteriores se extrae el suero de los animales (sangrado por
puncion retrorbital) para la medicion de la respuesta primaria. Al mes se realiza un segundo inéculo
de GRC en iguales condiciones y una semana después se extraen nuevamente los sueros para la
medicion de la respuesta secundaria. Todos los sueros fueron decomplementados por espacio de
media hora a 56°C y luego se determing el titulo de anticuerpos hemaglutinantes contra GRC. Para
ello, se prepara una dilucién 1:5 de cada suero en PBS conteniendo 0.1% SFB y se continua en
forma seriada con diluciones al medio, agregandole la suspension de GRC en una concentracion
final de 0.25%. Se incuba por mds de 4 horas a temperatura ambiente y se lee el titulo de
anticuerpos hemaglutinantes, considerando que la ultima dilucidn que aglutina es la del punto final
de la titulacion, por lo que la inversa de esta ultima dilucidn representa el titulo de anticuerpos en

el suero sin diluir (Margni RA., 1980; Salaman M. y Wedderburn N., 1966).

2. Caracterizacion del efecto progestacional del MPA en respuesta inmune a través del

antiprogestageno onapristona.

Utilizamos grupos de animales de seis ratones cada uno y se trataron como sigue:

Grupo 1: MPA depot 40 mg s.c.

Grupo 2: Ona suspendida en PBS en dosis diarias de 10 mg/kg s.c. en estudios de respuesta
primaria y en forma de pellet de 1,7 mg en los estudios de respuesta secundaria.

Grupo 3: combinacion simultanea de ambos tratamientos.

Grupo 4: control sin tratamiento.

Nuevamente se calculd el titulo de anticuerpos hemaglutinantes como se explic6 anteriormente.

3. Comparacion entre el efecto del MPA administrado en forma de pellet y el inoculado

como depdsito de microcristales.
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Partimos de tres grupos de 6 animales cada uno y recibieron:
Grupo 1: MPA depot s.c. (40 mg)
Grupo 2: MPA pellet s.c.(40 mg)

Grupo 3: grupo control sin tratamiento.

Los ensayos se realizaron por la técnica de hemaglutinacion descripta anteriormente.
B. Ensayo de hipersensibilidad retardada a antigenos de GRC.

Paralelamente a la extraccion de los sueros, a los 7 dias se les reinocula una dosis de 10°
GRC/0.1 ml en la almohadilla plantar para medir la hipersensibilidad retardada. En la hipersen-
sibilidad retardada se mide la inflamacién por afluencia de leucocitos que infiltran dicha zona en
la misma pata del animal que recibid el indculo de antigeno a los 7 dias. Se realiza la comparacién
con la pata opuesta sin ningln tratamiento y en algunos animales de cada lote se aplica una

inyeccion de solucion fisioldgica en la pata opuesta para descartar una inflamacién inespecifica.
VIII. Estudios estadisticos:

Para evaluar la incidencia tumoral actuarial se uso el cdlculo del producto limite estimado de
la distribucion de Kaplan-Meier; la igualdad de distribucidn fue ensayada con el log-rank test
(Kaplan E. y Meier P., 1958. Peto R. y col., 1977). Para evaluar las diferencias de latencias de apa-
ricion tumoral, y las diferencias de titulo de anticuerpos en la hemaglutinacion, se uso el test ‘'t de
Student para variables independientes. Para comparar el peso de los ratones segin los distintos
tratamientos, se uso el andlisis de varianza (ANOVA) y para comparar las diferencias entre grupos
el test ‘t’ de Tukey. Para comparar las incidencias tumorales en mama respecto del estadio estral
de las hembras al comenzar el tratamiento con el carcindégeno quimico, se utilizé el test de X2. En
los ensayos de inmunogenicidad se usé el test ‘t' de Student para comparar las dosis tumorales 50
entre controles y animales inmunizados. Las diferencias de todos los datos fueron consideradas
como significativas cuando el valor de P era <0.05. Se evaluaron las diferentes alteraciones morfo-

l6gicas en distintos grupos de tratamiento de los uteros utilizando el test de Fisher.
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RESULTADOS



IL.

Evolucion del peso de ratones tratados con distintos protocolos de MNU y
MPA.

Para contar con un pardmetro que permitiera la evaluacién de la toxicidad de MNU a las dosis
usadas, se midié la variacién de peso en los animales en funcién del tiempo. Se utilizaron
animales hembra BALB/c que fueron tratados con MPA sélo y MNU en una o 3 dosis, en ratones

sin o con pretratamiento de MPA.

Mientras los animales controles aumentan casi un 10% de su peso al cabo de 150 dias (p <
0.01) los ratones tratados con MPA incrementan su peso en aproximadamente un 30% (p < 0.001),
lo que se debe al ya descripto efecto anabdlico de esta hormona (Hynes N. y col., 1992) (Tabla
1 y Figura 4). El tratamiento con dosis unica de MNU, si bien induce un descenso leve del peso
corporal a los diez dias, no modifica el peso de los animales con respecto a los controles a los 150
dias. Los ratones tratados con 3 dosis de MNU no experimentan el aumento de peso registrado
en los controles, mds ain, al cabo de 150 dias se observa que han perdido el 3% de su peso con
respecto al dia 0. Sin embargo, esta diferencia no es significativa. El tratamiento con MPA induce
un aumento significativo de peso en ambos grupos (p < 0.01). Cabe destacar que el efecto anabo-
lico del MPA ya se evidencia al dia 10 de tratamiento (p < 0.001).

De los resultados expuestos se deduce que:

a) los cambios de peso inducidos por MNU sugieren que es mds ventajoso el uso de una dosis
que tres dosis;

b) el MPA ejerce un efecto anabélico que logra atenuar los efectos sobre el peso causados por el

MNU.

Morfologia de las glandulas mamarias de ratones tratados con MNU o MNU
y MPA (Montajes totales).

En los animales tratados con una sola dosis de MNU no fueron evidentes cambios morfolégicos

de la glindula en el montaje total, luego de un mes de tratamiento, manteniéndose las
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Figura 4

Variacion del peso en ratones tratados con MNU y MPA
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Grupos de la Tabla de Pesos.
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caracteristicas tipicas de poco desarrollo descriptas para la mama del ratén virgen (Figura 5A y
B). No se observaron alteraciones ductales o lobulillares que puedan ser relacionadas con una

accion del carcindgeno, ni de la accion hormonal.

En los animales tratados con tres dosis de MNU se observé un rango de alteraciones en las
cuales se observaron cuadros como el de la Figura 6, una gldndula mamaria con muy pocas rami-
ficaciones y sin desarrollo lobulillar evidente, imagen ésta poco distinguible de una mama virgen
que ha transcurrido algunos ciclos estrales. En la Figura 7, se presenta un cuadro con mayor
desarrollo, en el que se observa un proceso hiperpldsico caracterizado por la presencia de
conductos mamarios de trayecto y didmetro irregulares, con extensa proliferacion paraductal de
pequenos brotes que remedan botones terminales. En este caso la hiperplasia se encuentra exclusi-
vamente representada por la proliferacion de estos brotes, ya que no se observa en este drea un
aumento del numero de conductos mayores o hiperplasia lobulillar. La Figura 8 muestra una
gldndula mamaria con alteraciones en el recorrido de los conductos, con dilataciones y constric-
ciones. El nimero de ramificaciones es discreto, pero en este caso son evidentes estadios tem-
pranos de hiperplasia lobulillar. Es de destacar que este rango de lesiones parecen ser distintos es-
tadios evolutivos de una misma lesion y que con frecuencia coexistian en distintas glandulas ma-

marias de un mismo animal.

En ratones que habian sido tratados con MPA antes de comenzar el tratamiento con MNU, se
observaron las lesiones ductales caracteristicas de la accion del MPA tales como hiperplasia
paraductal (Figura 9), alteraciones de la forma y trayecto de los grandes conductos (Figura 10)
y las hiperplasias lobulillares asociadas con la accion progestacional prolongada (Figuras 11y 12).
La morfologia de algunas dreas ductales terminales, caracterizada por la dilatacion de los conduc-
tos con almacenamiento de un material laminado que se colorea poco con el azul de toluidina,
sugieren ya la aparicion de diferenciaciéon pavimentosa (escamas cdmeas), aiun cuando no parece
haberse establecido todavia la lesion neopldsica carcinomatosa (Figuras 13, A y B, y 14). Se po-
dria decir que ésta seria una de las diferencias mds marcadas en los montajes de mamas de ratones

tratados con MNU + MPA y MPA sélo.

En animales ovx la administracion de MNU no modificé la morfologia atréfica (Figura 15),
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Fig. 5A

Fig. 5B
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La foto muestra conductos mamarios con escasas ramificaciones y bifurcaciones, que
terminan en una masa dilatada. No existe proliferacion lobulillar o ductal, ni dilataciones
de los conductos. La imagen remeda la de una mama que no ha sufrido estimulos hormo-
nales, imagen que se observa en hembras virgenes (Azul de toluidina, 25x).

Corresponde también a una mama virgen con desarrollo caracteristico de los estimulos hor-
monales de los ciclos estrales (Azul de toluidina, 25x).
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Fig. 6

Fig. 7

Se observan conductos mas desarrollados, pero sin desarrollo lobulillar. Este tipo de imdgenes
son similares a las encontradas en animales virgenes, sin estimulaciéon hormonal exdgena, que
hayan transcurrido algunos ciclos estrales (Azul de toluidina, 25x).

Glandula mamaria hiperpldsica con conductos mamarios de trayecto y didmetro irregulares,
extensa proliferacion paraductal de pequeiios brotes que remedan botones terminales, y nimero
discreto de ramificaciones. No hay desarrollo lobulillar (Azul de toluidina, 25x).
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Fig. 8 La glandula mamaria muestra conductos con dilatacion irregular y constricciones, con discreto
numero de ramificaciones y presencia de estadios tempranos con hiperplasia de tipo lobulillar
de los botones terminales (Azul de toluidina, 25x).
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Fig. 9

Fig. 10

Conducto mamario de trayecto rectilineo y de limites netos, con hiperplasia caracterizada
por la presencia de numerosos brotes paraductales. En algunos casos estos brotes parecen
tender a constituir estructuras pseudolobulillares (Azul de Toulidina, 25x)

Se observa un aumento del numero de conductos, con dilataciones irregulares que

acompaifian con un niumero moderado de ramificaciones y signos de hiperplasia moderada
de los botones terminales (Azul de toluidina, 25x).
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Fig. 12

Imagen caracteristica de una hiperplasia lobulillar, sin aumento significativo del nimero
de estructuras ductales. En dreas, los lobulillos hiperpldsicos se encuentran enormemente

desarrollados (Azul de toluidina, 25x).

Con gran aumento se observa una gldndula mamaria con una marcada hiperplasia de tipo
lobulillar y aumento en el nimero de ramificaciones (Azul de toluidina, 25x).
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Fig. 13A

Fig. 13B
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Lobulillo dilatado, en la que se pueden identificar cuerpos laminados que rellenan la
estructura. Esta imagen representa una vision panordmica de los fendmenos de metaplasia
pavimentosa que son casi patognomonicos de la accion del MNU (Azul de toluidina, 25x).

A mayor aumento se observan mds claramente los cuerpos laminares (Azul de toluidina,
100x).
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Fig. 14

Una imagen similar a la mostrada en la figura anterior, en la que se puede observar los
cuerpos laminado de la metaplasia pavimentosa tipica de la acciéon del MNU (Azul de

toluidina, 25x).
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Fig. 15

Imagen de una mama atrdfica tipica de un animal ovx. Los conductos son sumamente
finos, casi filamentosos. A esto se asocia un escaso nimero de ramificaciones y a la ausen-
cia de desarrollo de los botones terminales (Azul de toluidina, 25x).
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III.

con conductos afinados y masas terminales delgadas, caracteristicas de los ovx controles. Los
ratones ovx tratados con MPA mostraron en cambio un marcado efecto hormonal, con dreas de

glandula mamaria bien desarrolladas y focos de hiperplasia lobulillar (Figura 16).

Se estudié también el efecto del tratamiento durante dos meses de MPA y luego de la
extraccion del mismo el inéculo de MNU, en ratones enteros y ovx. En los animales enteros, luego
de cierto tiempo, las alteraciones de la mama retrogradan y se dejan de reconocer las imdgenes
tipicas del efecto del MPA. Antes de la suspension del tratamiento de MPA existen todavia
muchas ramificaciones (Figura 17), con el tiempo éstas van disminuyendo y la imagen se asemeja

a la de una hembra virgen, si bien la glandula nunca retoma la morfologia original.

En forma similar se estudio el efecto de la sialoadenectomia sobre la morfologia de la glandula
mamaria en ratones tratados con MNU y MPA. En los ratones sialo, las mamas presentaron un
aspecto hipopldsico con menor desarrollo general de toda la gldndula mamaria, lo que se objetivizd
por una menor cantidad de ramificaciones, mas evidente en la porcidn distal de la glandula y por
menor cantidad de estroma. El efecto se hace mas evidente después de los dos meses (Figuras 18

y 19). No hubo diferencias entre los animales de operacién simulada y los controles.

Adenocarcinomas mamarios inducidos por MPA y MNU.

A. Morfologia.

En trabajos previos hemos descripto que el MPA, después de un afio de iniciado el tratamiento,
induce adenocarcinomas mamarios principalmente ductales mientras que los inducidos por
progesterona son en su mayoria lobulillares (Kordon E. y col., 1993). En este trabajo los
adenocarcinomas mamarios inducidos por MNU o MNU y MPA fueron adenocarcinomas de tipo
lobulillar con distintos patrones de crecimiento histoldgico. Teniendo en cuenta que estd descripto
en otros modelos experimentales que MNU induce carcinomas con metaplasia pavimentosa
(Guzman R. y col., 1992), y que ésta parece constituir una caracteristica distintiva de estos
tumores, se decidié clasificarlos en base a la presencia o ausencia de esta caracteristica: tipo I,

sin metaplasia y tipo II, con metaplasia pavimentosa.
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Fig. 16

Fig. 17

“ Y > =

La gldndula mamaria presenta llamativas alteraciones de los conductos con dilataciones y
recorrido irregulares y focos de estrechamiento. Existe un evidente aumento del nimero
de ramificaciones. No se observan signos de hiperplasia lobulillar en este caso (Azul de
toluidina, 25x).

A pesar de que existe un aumento del nimero de ramificaciones y desarrollo moderado
de los brotes terminales en esta gldndula mamaria, las estructuras ductales impresionan con
hipoestimuladas, en dreas con el mismo aspecto filamentoso descripto para la mama de un
animal ovx (Azul de toluidina, 25x).
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Fig. 18

Fig. 19

Existe en esta glandula un notable incremento del nimero de ramificaciones con tendencia
al desarrollo lobulillar. No se observan alteraciones ductales (Azul de toluidina, 25x).

La imagen histolégica corresponde a un ratén sialoadenectomizado, tratado con MNU +
MPA (Azul de toluidina, 25x).
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La Figura 20 muestra un corte transversal de una hiperplasia lobulillar en el que se observa
un conducto central dilatado, con secrecién intraluminal, rodeado de estructuras acinares, que

también contienen secrecion en su interior.

Si bien los aspectos bioldgicos de todos los tumores parecen ser similares, los patrones
histoldgicos mostraron gran heterogeneidad, que en ocasiones se verificé aiin dentro de un mismo
tumor. Un caso tipico de esta complejidad se ejemplifica en la Figura 21, A y B, en la que se ob-
serva un tumor complejo, constituido por dreas solidas, micro y macroglandulares, focos
cribiformes, etc. En general, los tumores mds anapldsicos, compuestos por grupos sdlidos, cordones
o ldébulos irregulares de elementos celulares poco diferenciados sin ninguna tendencia a la forma-
cion de estructuras histologicamente reconocibles (Figura 22), estuvieron relacionados con un ma-
yor indice mitético que en algunos alcanzaba a mas de dos mitosis por campo de mayor aumento
(Figura 23). Aun dentro de este patron de crecimiento a veces se pudieron diferenciar dos pobla-
ciones celulares (Figura 24), estrechamente vinculadas entre si. El conjunto adoptaba un aspecto
organoide, con la poblacion menos diferenciada remedando el componente estromal. Otros tumores
estaban constituidos por 16bulos sélidos, separados por tabiques conectivos, sin diferenciacion evi-
dente y con alto indice mitdtico (Figura 25). En ocasiones estas estructuras lobulares se encon-

traban delimitadas por grupos celulares dispuestos en “empalizada” (Figura 26).

Los tumores mads diferenciados mostraron patrones de proliferaciéon dominados por la formacion
de estructuras lobulares de aspecto mds regular, con tendencia a la diferenciacion glandular
(Figura 27) o cribiforme (Figura 28). Algunos tumores estuvieron formados por estructuras glan-
dulares pequeiias aunque heterogéneas en tamaio y con diferentes grados de diferenciacion cito-
légica (Figuras 29, 30 y 31). Otros tumores diferenciaban estructuras glandulares de gran tamaro
que se encontraban revestidas por células cubicas altas o cilindricas y podian experimentar dilata-

cidn quistica (Figura 32).

Un patrén de crecimiento especialmente notable es el que se muestra en las figuras 33 y 34.
En éste, la lesion crece formando masas constituidas por un grupo de elementos celulares atipicos
que diferencia una estructura cilindrica o tubular que se ensancha en un extremo formando una

masa solida. Este crecimiento remeda estrechamente la morfologia de la mama virgen del raton.
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Fig. 20

La figura muestra un drea de hiperplasia lobulillar caracterizada por la presencia de
estructuras acinares dilatadas (flecha doble), centradas por un conducto igualmente
dilatado con secrecion amorfa en su interior (flecha tinica) (H&E, 100x).
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Fig. 21A

Fig. 21B

Carcinoma lobulillar de mama de patrén histolégico complejo. La imagen muestra dreas
solidas con focos de hemorragia y necrosis, con escaso estroma y discreta tendencia a
formar estructuras glandulares. Existen focos de diferenciacion lobulillar que alternan con
otros macroglandulares. Hay en un drea una lesion sélida que impresiona como creciendo
dentro de una cavidad dilatada. (H&E, 25x).

Otro ejemplo de un patrén heterogéneo de crecimiento, con focos de crecimiento

cribiforme y de diferenciacién glandular, separadas por un area con estroma fibroblastico
y con restos de mama no neopldsica (H&E, 25x).
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Carcinoma anapldsico con grandes focos de necrosis localizado en el grupo mamario
cervical. El tumor est4 infiltrando la glandula salivar (flecha)(H&E, 25x).

Vista a mayor aumento de la Fig. 22. Se muestra el borde de infiltracion del tumor en la
gldndula salivar. La neoplasia emite una prolongacién que empuja el tejido conectivo
hacia la gldndula, la que muestra signos de atrofia e intensa congestién vascular. El
conectivo que rodea el tumor es laxo y presenta infiltracién mononuclear (H&E, 100x).
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Fig. 24

Fig. 25
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Carcinoma sélido con dos poblaciones distintas de células epiteliales neopldsicas que
otorgan al conjunto una imagen ‘organoide’. A la izquierda se observa una poblacion de
células de nicleo ovoide y citoplasma oscuro, densamente agrupadas en una masa sélida
de limites netos, que parece emitir expansiones digitiformes (flecha). A la derecha, la
poblacién estd formada por células poligonales de mayor tamafio y citoplasma claro, que
forman grupos con poca delimitacion del estroma circundante. El indice mitdtico es muy
alto en ambas poblaciones. Se ignora el significado funcional, si es que tiene alguno, de

estas diferencias histologicas (H&E, 100x).

Carcinoma sélido constituido por 16bulos irregulares separados por tabiques conectivos
delgados (flecha). Esta formado por células poligonales de nicleo grande, francamente
atipico, con escaso citoplasma. El indice mitdtico es alto, y no existen signos de
diferenciacion glandular en esta lesion (H&E, 100x).
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Fig. 26

Fig. 27
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Tumor sélido que forma ldbulos bastantes regulares con escaso estroma interpuesto. Las
células son poligonales, con escasa atipia, con citoplasmas claros y nicleos ovoides. Existe
tendencia a la diferenciacion de estructuras glandulares dentro de la masa neopldsica
(flecha doble). Los lobulos se encuentran ocasionalmente delimitados por elementos
celulares mds oscuros dispuestos ‘en empalizada’ (flecha unica) (H&E, 100x).

Diferenciaciéon glandular en un adenocarcinoma mamario inducido por MNU. Las
estructuras glandulares estdn revestidas por una o mas capas de epitelio neopldsico
cilindrico bajo o cibico, con células poligonales de micleo grande y atipico con escaso
citoplasma. Existe protrusion hacia la luz del borde apical del citoplasma, remedando la
secrecion por decapitacion que se observa en la mama funcional (flecha). El estroma es
escaso y fibrobldstico (H&E, 100x).
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Fig. 28 Carcinoma cribiforme compuesto por 16bulos de células neopldsicas glandulares separados
por bandas delgadas de tejido conectivo (flecha izquierda) . Las estructuras lobulares
presentan numerosas formaciones glandulares pequenas (flecha derecha) que le otorgan la
imagen de criba, algunas de las cuales se dilatan y se llenan de un fluido amorfo traslicido
(flecha centro). Obsérvese el drea de necrosis arriba a la derecha (H&E, 100x).

Fig. 29 Tumor compuesto por masas lobulares separadas por delgados tabiques conectivos (flecha)
con areas de necrosis. Dentro de los l6bulos se observan pequerios acinos de tamano simi-
lar alternando con dreas sélidas. Los elementos celulares proliferantes son relativamente

uniformes (H&E, 100x).
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No existe formacion de 16bulos evidentes en este tumor. Las caracteristicas de los acinos
100x)

son similares a los de la figura 29 (H&E
En este caso los acinos son mds irregulares y estdn compuestos por células con mayor

atipia que en los casos anteriores. El indice mitético es también mayor que el de los
100x)

tumores de las figuras 29 y 30 (H&E,

Fig. 30
Fig. 31
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Fig. 32

|

La imagen muestra un adenocarcinoma mamario con diferenciacion glandular. En este caso
las estructuras glandulares se dilatan constituyendo dreas o cavidades pseudoquisticas,
tapizadas por epitelio atipico, cilindrico o cibico (H&E, 125x)
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Fig. 33

Fig. 34
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Vista a pequerio aumento de un carcinoma lobulillar para mostrar la tendencia a diferenciar
estructuras similares a los botones terminales presentes en la mama virgen. En este caso
las estructuras estdn compuestas por un conducto de trayecto irregular tapizado por una o
mds capas de células neopldsicas, cuya luz aparece obliterada en dreas. El conducto
termina en una dilatacién solida, ovoide, de células neopldsicas. En otras dreas el tumor
muestra diferenciacion glandular tipica (H&E, 25x).

Una imagen similar a la descripta en la Fig. 33, con mayor aumento, mostrando las
estructuras ductales que terminan en una clava maciza de células neoplasicas (H&E, 100x)
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Se observaron pocos tumores papilares verdaderos, pero la morfologia papilar o pseudopapilar

fue un componente relativamente frecuente en tumores heterogéneos (Figura 35).

El estroma es en general inconspicuo en las lesiones menos diferenciadas y se torna mds
abundante en las lesiones con mayor grado de diferenciacion histoldgica. A veces es lo
suficientemente abundante y denso como para dar a la lesion un aspecto “escirroso”, pero en
general se trata de un estroma laxo, fibrobldstico, con poca o ninguna infiltracion leucocitaria. Si
bien no se efectué un estudio especial de la distribucion vascular, la mayoria de las lesiones
estuvieron bien vascularizadas; sdlo los tumores mds grandes experimentan necrosis de coagula-
cion (Figura 21A).

Un hecho que vale la pena destacar es la presencia de metaplasia pavimentosa de grado variable
en un porcentaje importante de los tumores. Este fenomeno va desde la existencia de escamas o
perlas comeas aisladas (Figuras 36 y 37), a constituir lesiones que remedan el pilomatrixoma o
tumor de Malherbe del humano (Figuras 38 y 39). Los patrones de queratinizacion fueron varia-
bles; en ocasiones se observd queratinizacion de tipo tricolemal, sin capa de células granulosas,

caracteristica del pelo.

El fendmeno de la metaplasia pavimentosa parece ser un efecto casi exclusivamente relacionado
con MNU, ya que sélo muy raramente lo hemos observado en tumores inducidos por MPA o Pg

(Molinolo A. y col., 1987; Kordon E y col., 1994).

Las metdstasis constituyeron un fendmeno ausente en este modelo de carcinogénesis. En un
caso se pudo observar un carcinoma de mama creciendo en ramas de la pulmonar, en uno de los
pulmones. La localizaciéon peculiar y la morfologia diferente de los carcinomas pulmonares

primitivos ayudoé al diagnéstico diferencial (Figura 40).

B. Incidencia tumoral e histologia.
Teniendo en cuenta que MPA induce adenocarcinomas mamarios con latencia media de 52 se-
manas, estos experimentos se siguieron durante 9 meses para evitar la superposicién con los

tumores inducidos por MPA.
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Fig. 35

Fig. 36

< . N S0 =l F WY
En este adenocarcinoma mamario se han diferenciado estructuras glandulares que aparecen
como canales interconectados que originan formaciones pseudopapilares con estroma
hialino. En un extremo (flecha) se observa abundante estroma hialino en el que se insertan
formaciones glandulares o solidas pequenas. Este area presenta similitud con los focos
desmopldsicos que aparecen algunos carcinomas humanos (H&E, 100x)

Adenocarcinoma mamario con extensa metaplasia pavimentosa. Los fenémenos de
metaplasia pavimentosa de extension y morfologia variable constituyen una caracteristica
distintiva de los carcinomas de mama inducidos por MNU. En este caso se observa la
formacion en el centro de las masas adenocarcinomatosas, de estructuras de tipo ‘perla
comea’ (flecha) con fendmenos de paraqueratosis (H&E, 100x).
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Fig. 37

Fig. 38

Metaplasia pavimentosa en un carcinoma de mama inducido por MNU. Obsérvese la casi
ausencia de transicion entre la morfologia glandular y los fendomenos de metaplasia. Se
pueden adivinar en las dreas metapldsicas, dreas claras ovoides que impresionan como
imdgenes negativas de nucleos celulares (H&E, 100x).

Extensa metaplasia pavimentosa en un adenocarcinoma mamario inducido por MNU. Estos
focos presentan diferenciacion centripeta con formacion de cavidades que contienen nume-
rosas laminillas corneas. Existen fendmenos de paraqueratosis. En focos la queratinizacion
impresiona como de tipo tricolemal por la ausencia de células con queratohialina (H&E,

100x).
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Fig. 39

Extensa metaplasia pavimentosa en un carcinoma de mama inducido por MNU. En estas
areas la lesion se encuentra casi integramente constituida por masas cérneas con las
imdgenes negativas de nucleos celulares, previamente descriptas. Existen elementos
celulares con queratohialina. En otros focos la lesion era francamente adenocarcinomatosa

(H&E, 100x).

La foto muestra crecimiento tumoral de un carcinoma de mama, en el centro, ramas de la
arteria pulmonar que corren paralelas a los bronquios. La histologia y localizacién de estas
lesiones difiere significativamente de caracteristica similares de los carcinomas pulmonares
primarios inducidos por MNU (H&E. 100x).
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1. Efecto promotor del MPA.

a. Incidencia tumoral

Con el fin de investigar si el MPA tiene efecto promotor en el modelo de cocarcinogénesis de
MPA y MNU se utiliz6 MNU en dosis tnica de 50 mg/kg ya que a esta dosis se comporta como
iniciador exclusivo en otros modelos experimentales (Zarbl H. y col., 1985; Waldmann V. Rabes
H.M., 1992). En estas condiciones, la administracién de MNU no induce tumores de mama durante
el tiempo de observacién de este experimento (Figura 41). Por el contrario, en animales tratados
con MPA en forma continua antes o después de MNU la incidencia de adenocarcinomas mamarios
es significativamente alta (p<0.05), lo que sugiere que el MPA tiene un rol promotor. El hecho
de que la incidencia sea mayor en el grupo pretratado con MPA que en el grupo al cual se agregd
MPA a la semana, sugiere que ademads de un efecto promotor el MPA podria afectar al proceso
de iniciacion; sin embargo, la diferencia de incidencias actuariales no es significativa. Si lo es la
diferencia entre el mimero total de tumores surgidos (p<0.05). No se observaron tumores de mama
inducidos exclusivamente por MPA durante este periodo de observacion. La incidencia tumoral
en ratones tratados con MPA por dos meses (Grupo 5) es baja; esto sugiere que el efecto promotor
requiere de un estimulo hormonal constante o por lo menos mayor a dos meses.

Como ya se explicd, al darse por finalizado el experimento (9 meses) no se habian originado
tumores en el grupo tratado con una sola dosis d¢ MNU. Estos animales fueron divididos en dos
grupos: Grupos 6, que fue tratado con MPA y Grupo 7 (Figura 42) controles no tratados. En el
Grupo 6 aparecieron 4/14 tumores, aproximadamente 3 meses luego de la inoculacion del MPA
vs ninguno en el grupo control. Si bien la cantidad de animales utilizados no fue suficiente para
un andlisis estadistico apropiado, estos resultados aportan mads evidencias a favor del efecto

promotor del MPA.

Las diferencias de tiempos de latencia entre los distintos grupos no fueron estadisticamente

significativas.

b.  Histologia de los tumores.

En la Figura 41 se puede observar que no hay diferencias significativas en la morfologia de

los adenocarcinomas mamarios inducidos en los distintos grupos experimentales (proporcion de
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FIGURA 41
Evaluacion del efecto promotor del MPA.
Incidencia y latencia de carcinomas de mama.
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FIGURA 42
Evaluacién del efecto promotor del MPA agregado a los 10 meses de iniciado
el tratamiento.
Incidencia y latencia de carcinomas de mama.
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tumores tipo I y II).

2. Efecto de la sialoadenectomia.

a. Niveles de EGF en suero (EGF-S).

En los ratones intactos o con operacion simulada que recibieron una dosis de 40 mg de MPA,
se observo que el nivel de EGF-S comenzaba a aumentar después de los 20 dias del indculo de
hormona, alcanzandose los valores maximos a los 40 dias (120 ng/ml) (Tabla 2). Estos valores
fueron significativamente distintos a los observados en los animales sialo con el mismo tratamiento
(p<0.05); evidentemente el MPA, en ausencia de las glandulas salivares, no produce un aumento
sérico de EGF. No existieron variaciones entre los niveles de EGF-S de ratones sialo (0.35 + 0.035
ng/ml) con respecto a ratones con operacion simulada de sialo y sin tratamiento hormonal (0.32
+ 0.018 ng/ml). Los resultados demuestran en forma concluyente que MPA incrementa significa-
tivamente el EGF-S en ratones hembras de la cepa BALB/c y que la sialoadenectomia previene

este efecto.

b. Montaje total de las gldndulas mamarias de ratones tratados con MPA sialoadenecto-

mizados o no.

Las glindulas mamarias de los ratones sialo tratados con MPA mostraron mucho menos
ramificaciones que los respectivos controles. Las imdgenes que se muestran en las Figuras 18 y
19 corresponden a dos meses de tratamiento con MPA, que es aproximadamente el momento en

que se inoculdé el MNU.
¢. Incidencia tumoral.

El objetivo de este experimento fue demostrar si la sialo afecta la incidencia de adenocar-
cinomas mamarios en este modelo experimental. Efectivamente, la sialo se asocia con una inciden-
cia disminuida de los tumores mamarios, de manera significativa respecto al grupo de operacion
simulada (sham) (p<0.05) (Figura 43). La diferencia entre el control sin operacién simulada
(Grupo 5) y el sialo (Grupo 6), resulté marginalmente significativa; sin embargo, ya que no hay
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FIGURA 43
Efectos de la sialoadenectomia en la induccién tumoral por MPA+ MNU
Incidencia y latencia de carcinomas de mama.
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diferencias entre el grupo sham y el control, la diferencia se hace significativa (p < 0.05) si se
juntan los valores de ambos grupos. Si se comparan los resultados obtenidos en el Grupo 3 con
el 5 que solo difieren en el tiempo previo de exposicion al MPA antes del indculo de MNU, se
observa que el numero de tumores de mama inducidos es similar; teniendo en cuenta que en el
momento del indculo de MNU en el Grupo 3 no hay todavia niveles séricos de EGF elevados
como sucede después del mes, pareceria que la influencia del EGF sérico seria mas marcada en
la etapa de promocién tumoral que en la etapa de iniciacion; estas observaciones no son conclu-
yentes debido a que ambos grupos también difieren en los niveles de progestageno circulantes en

el momento del inéculo del MNU.

La latencia de aparicion de los tumores fue mayor en el Grupo 3 (MPA una semana antes que
MNU) que en el 4, 5 y 6 (donde el MPA se inoculé 2 meses antes) (p < 0.01). Esto estd
posiblemente ligado a que se tomé como dia O el dia de indculo de MNU. Si consideraramos
como dia 0 la fecha de inéculo de MPA ya no habria diferencias de latencia entre los distintos

grupos. Esto nos indicaria nuevamente la importancia del tiempo de exposicion a la hormona.

d. Histologia de los tumores.

En el Grupo 3, cuando MPA se inoculé 1 semana antes que el MNU hay un predominio muy
marcado de tumores tipo I, cuando el MPA fue inoculado 2 meses antes que MNU se ve un au-
mento de casos que presentan metaplasia pavimentosa (Carcinomas Tipo II). Las diferencias de
proporciones son significativas entre el Grupo 3 y el 4 (p < 0.05) y entre el Grupo 3 y la suma
de los datos entre el 4, 5 y 6 (p < 0.05). No hubo diferencias entre el grupo sialo y los controles.

3. Efecto de la ovariectomia en la induccion de tumores mamarios por MNU.

a. Incidencia tumoral.

Se utilizaron 3 dosis de MNU de 50 mg/kg espaciadas por 1 mes que se inocularon en animales
previamente ovx, pretratados o no con MPA. Por otro lado se eligié la dosis tinica de MNU vy el
MPA en las condiciones demostradas anteriormente que actuaria como promotor. En animales ovx

el MNU no indujo tumores de mama (grupo S) mientras que en estas dosis en animales enteros
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fue débilmente carcinogénico (grupo 6) (Figura 44). Cuando se comparan los Grupos 3 y 4, (MPA
como promotor) se observa que no aparecieron tumores en los animales ovx, y son significativas
(p<0.01) las diferencias obtenidas con respecto a los controles enteros. Curiosamente, en animales
pretratados con MPA, si bien en el grupo ovx aparecieron menos tumores, las diferencias con los
enteros no son significativas. Esto sugiere que la accién proliferativa del MPA reemplazaria en

la mama los efectos de la funcidn ovarica.

En cuanto a las latencias de aparicion, existen diferencias significativas (p<0.05) entre los
grupos con 3 dosis de MNU, tratados con MPA, ovx o no con respecto a los controles sin MPA.

En este ultimo los 2 tumores que aparecieron surgieron antes de los 6 meses.

A partir de los datos presentados se confirma que el pretratamiento con MPA aumenta la
incidencia de tumores de mama inducidos por MNU (p<0.05 grupos 1 vs 5) y que el “modelo”

se mantiene en animales ovx (p<0.01, grupos 2 vs 6).
b. Histologia tumoral.

Los dos unicos tumores que aparecieron en animales tratados con MNU son histolégicamente
adenocarcinomas tipo II. En todos los grupos que recibieron 3 dosis de MNU se observd un
aumento de proporcién de tumores considerados tipo II con respecto al tipo 1. Si se comparan la
proporcion de tipo II en el Grupo I (Figura 44) con respecto al Grupo 3 (Figura 41) (tratamientos
comparables de MPA, 3 dosis de MNU vs 1 dosis de MNU) las diferencias entre proporcion I vs
II son significativas (p<0.05). No se ven cambios de p'roporciéﬁ I y I entre tumores surgidos en
animales enteros vs ovx. El conjunto de estas observaciones parece demostrar que cuanto mas

accion MNU hay, se hace mayor la incidencia de tumores de tipo II.

4. Efecto de MNU en ratones expuestos temporalmente a MPA.

a. Incidencia tumoral.

Cuando se efectian experimentos de iniciacion y promocion, se disefian habitualmente grupos

experimentales en donde se intercambia el orden de los agentes. En este caso, por tratarse de una
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FIGURA 44

Efectos de la ovariectomia en la induccién tumoral por MPA + MNU
Incidencia y latencia de carcinomas de mama.
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hormona, resulta algo dificil establecer el tiempo adecuado de exposicion a la hormona en que se
consideraria que podria actuar como iniciadora.

Por otro lado se ha demostrado que los agentes iniciadores son menos carcinogénicos en tejidos
diferenciados. Hemos elegido para estos experimentos un tiempo de pretratamiento de dos meses
de MPA, porque consideramos que es un tiempo similar al de una prefiez y lactancia, suficiente

para demostrar si el MPA tiene un efecto protector o no de la carcinogénesis por MNU.

En la Figura 45 se muestran todos los grupos en los cuales se efectué un pretratamiento de
MPA, se esperd que volvieran a ciclar las hembras (15-20 dias) y luego se inoculé el MNU. Tanto
en el Grupo 1 (1 dosis de MNU) y en el Grupo 2 (3 dosis d¢ MNU) se obtuvieron mds tumores
que en los controles (grupos 5 y 6 respectivamente) pero las diferencias no son estadisticamente

significativas, debido a que hay un nimero muy bajo de tumores en todos los grupos.

En el andlisis de los datos también se comprueba nuevamente la importancia de los ovarios en
el momento del indculo de MNU: el pretratamiento con MPA durante dos meses en animales ovx

no conduce al desarrollo de tumores de mama (p<0.05).
Son significativas las diferencias de latencias de aparicion entre Grupo 2 y el 5 (p < 0.05).
b.  Histologia tumoral.

El numero de tumores surgidos en estos grupos es escaso como para efectuar un analisis
adecuado. Sin embargo, como se menciono anteriormente, se observa la tendencia de que a menor
estimulo hormonal se observan mds adenocarcinomas del tipo II.

Influencia del estadio del ciclo estral en el momento de la aplicacién del carcinégeno sobre

la incidencia tumoral.

En los protocolos experimentales en los cuales el primer tratamiento fue una dosis inica de MNU

se decidié evaluar en qué etapa del ciclo estral estaban los animales en el momento del inéculo para

poder correlacionar estos parametros con la incidencia tumoral. La distribucién de animales en cada
estadio no fue pareja. La posibilidad de dividir los animales en 4 grupos y administrarles MNU en
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FIGURA 45
Efecto de MNU sobre la glandula mamaria murina pretratada con MPA.
Incidencia y latencia de carcinomas de mama.
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tiempos diferentes no parecio apropiada porque preferimos que todos los animales recibieran la misma

preparacion de MNU, debido a la inestabilidad de la droga.

En la Tabla 3 se observa la proporcion de tumores surgidos del total de animales en cada estadio.
Los resultados sugieren que el metaestro seria el estadio reproductivo que mas favorece a la incidencia
de tumores. Si bien las diferencias entre grupos son estadisticamente significativos, debido a la
disparidad de grupos, estos datos solo nos sugieren que, al repetir estos experimentos convendria

utilizar los animales cuando la mayor parte de los mismos se encuentra en metaestro.

D. Caracterizacion de los tumores.

Teniendo en cuenta que los adenocarcinomas mamarios inducidos después de una larga latencia
por MPA son principalmente ductales, expresan RE y RP, presentan en su mayoria un comportamiento
progestageno-dependiente y retrogradan con tratamiento estrogénico, se evalud con fines comparativos
estos parametros en el modelo de cocarcinogénesis MPA y MNU. Por otra parte como MNU es un car-
cindgeno quimico y la mayoria de los tumores inducidos por agentes quimicos suelen ser in-

munogénicos, se decidid ademds investigar el grado de inmunogenicidad de estos tumores.

1. Receptores hormonales.

Se estudid la expresion de RE y RP en 22 adenocarcinomas mamarios surgidos en ratones

tratados con MNU y MPA y en los 2 unicos tumores inducidos por MNU sdélo.

Como se observa en la Tabla 4 sdlo 1 de los tumores inducido por MNU y MPA expresa alto
contenido de RE y RP. Este tumor fue clasificado como lobulillar tipo I. Los otros, incluyendo

los dos inducidos por MNU o no expresan RE y RP o expresan valores bajos.

2. Hormono-dependencia.
a. Sensibilidad al MPA

Se transplantaron un total de 74 tumores para evaluar su hormono-dependencia, incluyendo los
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2 tnicos tumores surgidos con MNU sélo, en animales pretratados o no con MPA.

Sélo 1 de los tumores surgidos en un ratén tratado primero con MPA y luego con MNU a la
semana fue MPA -dependiente (MPA-D). Quince tumores no crecieron y 59 mostraron un patron
de crecimiento autonomo, aunque en muchos casos el crecimieno tumoral fue un poco mas rapido

en presencia de progestageno.

En la Figura 46 se observa las curvas de crecimiento tumoral del tumor MPA-D y de un

tumor autonomo.

b. Sensibilidad a los estrogenos.

En la Figura 47 se observan las curvas de crecimiento correspondientes a uno de los tumores
auténomos creciendo en presencia o ausencia de MPA y de un tumor MPA-D creciendo con MPA.
Se puede observar que la administracion de E, (pellet de 5 mg) cuando los tumores tienen un
tamaiio aproximado de 100 mm? no produce ninguna alteracién en el crecimiento del tumor auté-
nomo mientras que inhibe significativamente el crecimiento del tumor MPA-D. En forma similar,
cuando el tratamiento estrogénico se realizd antes del implante tumoral, no hubo alteraciones en
el crecimiento en los tumores auténomos (Figura 48) mientras que el tumor MPA-D, aiin en pre-

sencia de MPA, no crecié hasta después de 90 dias (Figura 49).

3. Inmunogenicidad de ores induci r MN MNU+MPA.

Mediante el test de implante y escision se evalud el indice de inmunogenicidad de un tumor
inducido por MNU y de uno inducido por MNU y MPA. Este indice es un cociente entre la dosis
tumoral 50 obtenida en animales inmunizados y la misma obtenida en animales no inmunizados.
En la Tabla § se observa que los indices son bajos y corresponden a la clasificacion de tumores
medianamente inmunogénicos. En nuestro laboratorio los tumores considerados como no inmuno-
génicos tales como la linea LB de leucemia espontdnea murina y la M3 de cancer mamario espon-
tdneo tienen un indice de 0.95 y 2.3 respectivamente y los altamente inmunogénicos como los
fibrosarcomas inducidos por metilcolantreno tienen indices que oscilan entre 45 y >50 (Ruggiero

R. y col., 1985). Los tumores inducidos por MPA son considerados como débilmente inmunogéni-
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Crecimiento tumoral (mm?)

FIGURA 49

EFECTO DEL 17-B-ESTRADIOL SOBRE EL IMPLANTE DE UN TUMOR
CON COMPORTAMIENTO MPA-DEPENDIENTE (MPA-D).
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COs.

El conjunto de estos resultados demuestra que los adenocarciomas mamarios inducidos
por MPA y MINU o MNU so6lo son similares y diferentes que los inducidos por MPA después de
una larga latencia. La mayoria son adenocarcinomas mamarios de probable origen lobulillar que
presentan distintos grados de diferenciacion pavimentosa, no expresan RE ni RP y son insensibles
al tratamiento con progestigenos o estrogenos. Cabe recordar que la mayoria de los tumores
inducidos por MPA después de una larga latencia son ductales, MPA-D, con altos niveles de RE
y RP y la mayor parte de los inducidos por Pg son lobulillares sin metaplasia pavimentosa,
autéonomos y sin RE y RP (Kordon E. y col., 1994).

IV. Lesiones uterinas inducidas por MNU y/o MPA.

Se estudiaron los tteros de la mayoria de los animales con adenocarcinomas mamarios que fueron
autopsiados y de los que fueron sacrificados al finalizar el experimento, es decir, los resultados que se
expondran constituyen hallazgos de autopsia.

Las distintas lesiones uterinas fueron clasificadas en:

Lesiones epiteliales endometriales.

Hiperplasias gldnduloquisticas, con o sin hiperplasia epitelial (Grado I).
Hiperplasia epitelial adenomatosa (Grado )
Hiperplasia adenomatosas con atipias (Grado III)

Carcinoma de endometrio (Grado IV).

Lesiones del estroma endomerrial.

Hiperplasias deciduales/deciduomas.

Hiperplasia glanduloquistica (HGQ) con o sin hiperplasia epitelial.

Esta alteracion se caracteriza por presentar distintos grados de dilatacién de los espacios
glandulares endometriales, que van desde una dilatacién leve localizada, hasta la presencia de
numerosas cavidades quisticas que tienden a atrofiar la estructura parietal del itero (Figura 50).
De acuerdo al grado de dilatacién de estas glandulas, pueden estar tapizadas por epitelio cilindrico

o cuibico bajo, que puede ocasionaimente presentar cambios secretorios (Figura 51). En ocasiones
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Fig. 50

Fig. 51

Imagen caracteristica de una hiperplasia glanduloquistica de endometrio. En la lesion
predominan los fendmenos de dilatacion quistica, con muy pocos focos de hiperplasia
epitelial (flecha: hiperplasia papilar) (H&E, 25x).

Otro aspecto de una imagen hiperplésica, en la que es evidente el estroma densamente

fibroblastico. En focos, el epitelio cilindrico proliferante presenta vacuolas subnucleares,
remedando la imagen de un endometrio al principio de la fase secretoria (H&E, 100x).
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este epitelio se desprende y deja desnudo un corion fibrobldstico. La capa muscular puede presen-
tar distintos grados de atrofia. Las cavidades quisticas pueden contener secrecién serosa, seromu-
coide, mucoide o sanguinolenta en su interior; como consecuencia de la distorsidn de la estructura
del utero, el drenaje de estas cavidades es obliterado y la secrecién puede infectarse, originandose
una piometra. Sobre la base de esta lesion pueden asentar distintos grados de hiperplasia epitelial.
La hiperplasia epitelial simple que suele acompafiar a las HGQ se caracteriza por un discreto au-
mento del nimero de estructuras glandulares (Figura 51) o por la presencia de lesiones papilares
(Figura 52) o polipos verdaderos (Figura 53). El epitelio de revestimiento es siempre tipico y

maduro y puede presentar cambios secretorios (Figura 52).

Hiperplasia adenomatosa
El aumento del numero de glandulas es mds conspicuo; pueden observarse en ocasiones glandu-
las densamente dispuestas, sin estroma, originando la imagen que se conoce como espalda contra
espalda . En el caso de la Figura 54 coexistian amplias dreas de hiperplasia adenomatosa sin
atipias con lesiones mds graves (Tipo II). Aunque existe una marcada distorsion de la
histoarquitectura, no existen atipias en esta lesion, sin bien puede ocasionalmente verse un aumen-

to del numero de mitosis.

Hiperplasia adenomatosa con atipias o carcinoma in situ.
La imagen dorninante es de densa hiperplasia epitelial focal o difusa, con numerosas glandulas
y la imagen tipica de ‘espalda contra espalda’ (Figura 54), pero con una marcada atipia epitelial
y un significativo aumento del numero de mitosis (Figura 55). Se pueden observar mitosis
atipicas. No existe en este tipo de lesiones signo alguno de infiltracion del estroma. Todas la
lesiones de este tipo observadas en este experimento fueron glandulares; no se observaron lesiones

papilares.

Adenocarcinomas de endometrio.
Esta lesién se caracteriza por la presencia de células glandulares atipicas que infiltran el
estroma y que pueden o no diferenciar estructuras glandulares o papilares o formar masas sélidas
sin signos de diferenciacién (Figura 56). En general, los carcinomas de endometrio surgidos de

este modelo muestran una marcada anaplasia con un gran nimero de mitosis (Figura 57). Esta
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Fig. 52

Fig. 53

|

Area hiperpldsica papilar creciendo dentro de una cavidad. (H&E, 100x). Obsérvese la
imagen de vacuolizacion subnuclear, al igual que en la figura anterior.

En esta figura se muestra un polipo de gran tamafio que crece dentro de la cavidad uterina
dilatada (flecha) (H&E, 25x).
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Fig. 54

Fig. 55
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Hiperplasia adenomatosa que compromete todo el endometrio. La lesion no es infiltrativa
(H&E, 25x).

Hiperplasia adenomatosa a mayor aumento. Las gldndulas se disponen con poco estroma
interpuesto (“espalda contra espalda”). Su trayectoria es irregular y se encuentra tapizada
por epitelio cilindrico atipico, en el que se observan numerosas mitosis. El estroma es
escaso y fibrobldstico (H&E, 100x).
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Fig. 56

Fig. 57

Imagen a bajo aumento de un carcinoma de endometrio. El crecimiento es sélido y
lobulado y compromete todo el espesor de la pared uterina. Existen grandes dreas de
necrosis. En la esquina inferior derecha existe un drea de itero no neopldsico remanente
(H&E, 25x).

Area a mayor aumento de la figura anterior. La lesién es sélida, con escaso estroma. Se
observan numerosas atipias y figuras mitdticas (H&E, 100x).
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lesion, segun la definicion de cdncer, deberia ser capaz de dar metdstasis. En nuestro modelo no
las hemos encontrado, y es probable que esto se deba a que como la mayor parte del experimento
se dio por terminado antes del afo, no hubo tiempo suficiente para completar el desarrollo del

proceso neopldsico.

Deciduomas

Esas lesiones se caracterizan por la hiperplasia de células deciduales, que comienza alrededor
de los vasos y crece hasta transformarse en verdaderas lesiones tumorales (Figura 58 A y B). En
algunos deciduomas, las células proliferantes adquieren caracteres francamente atipicos, que
impresionan mds como alteraciones regresivas, que como un fenémeno neopldsico verdadero. En
ocasiones las lesiones experimentan extensa transformacion vascular, con desarrollo de cordones
s6lidos separados por canales tapizados por células de aspecto endotelial, dando la imagen de una
proliferacién hemangiopericitomatosa. Aparentemente el crecimiento de estas lesiones es
autolimitado, ya que nunca vimos lesiones mayores que cierto tamano, no se observaron lesiones
infiltrativas y no se hallaron metastasis. Las lesiones mds grandes experimentan fendémenos de

necrosis de coagulacidn, que en ocasiones comprometen todo el deciduoma.

En la Tabla 6 se muestran las lesiones observadas en cada grupo experimental. En cada grupo,
la distribucion de fechas de autopsias de los animales no fue diferente significativamente entre si

lo que permite cierta posibilidad de comparacion.

La presencia de MPA es condicién necesaria para el desarrollo de deciduomas, cuya incidencia
parece depender del tiempo de exposicidon; no aparecié ninguna de estas lesiones en los grupos que
no recibieron MPA. Por otra parte tanto MPA como MNU inducen HGQ y no hay diferencias
significativas entre los distintos grupos. Los resultados mds conflictivos se observan al evaluar las
hiperplasias epiteliales. Pareceria que en este modelo de carcinogénesis endometrial MNU se
comporta como iniciador exclusivo en las dosis elegidas, ya que no aparecié ninguna lesion
endometrial epitelial en los grupos tratados sélo con MNU. Una dosis sola seria suficiente para
inducir el genotipo transformado. MPA se comporta como promotor tipico, con excepcion de los
grupos en los que el tiempo entre la administracion de MPA y la administracién de la primera
dosis de MNU era muy corto (Grupos 3 y 4) en los que la administracién de la hormona parece
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Fig. 58A

Fig. 58B

Deciduoma creciendo en uno de los cuemnos uterinos, con un foco de necrosis. Obsérvese
la buena delimitacion del tejido adyacente y la atrofia por compresion (H&E, 25x)

En esta imagen a mayor aumento de un deciduoma, se observa una marcada anisocariosis,
con picnosis e irregularidades nucleares que otorgan a la lesién un aspecto sarcomatoide
(H&E, 100x)
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Tabla

6

Hiperplasias

HGQ ; ;

Protocolos Total de Deciduomas o Hiperplasias i

casos Hipperplasias | i y Carcinomas

1. B G 1 0 (0%) 7 (63%) 2 (18%) 0 (0%)
2. memX == X=X muemnn 3 0 (0%) 2 (666%) 0  (0%) 0 (0%)
3. -Wx—WV- 23 7 (25%) 22 (785%) 1 (35%) O  (0%)
4. W -x-x-x-W-- 12 9 (75%) 8 (66%) 0 (0%) 0 (0%)
5. W eV - shom 23 15 (652%) 20 (86,9%) 6  (26%) 3 (13%)
6. Wex—-W-sao 12 6 (50%) 10 (835%) 1 (8,3%) 1  (833%)
7. Y oo =W - contror 14 7 (50%) 13 (92,8%) 2 (142%) 5  (35,7%)
8. x-We—W¥- a0 16 (40%) 34 (85%) 6 (15%) 5  (12,5%)
9. R T S 23 2 (86%) 15 (652%) 7  (30,4%) 9  (39,1%)
10. -x—-W—-AN—— 17 1 (58%) 12 (70%) 9 (52,9%) 4  (23,5%)
1. Wex-x-x-W-ox 6 2 (33%) 4 (666%) 0 (0%) 0 (0%)
12, Xx-WeeWeeor 12 5 (416%) 4 (333%) 0 (0%) 0 (0%)
13. W APX-XX~ o 1 0 (0%) 1 (100%) 0  (0%) 0 (0%)

Deciduomas Lesiones Epiteliales

1vs4 p < 0,0003 1vs7 p<0,04

1vs5 p < 0,0005 1vs9 p < 0,01

1vs6 p < 0,01

1vs7 p < 0,007

1vs 8 p < 0,01
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proteger. El efecto promotor del MPA en la carcinogénesis endometrial depende de la presencia
de un ovario funcionante, como lo demuestra el hecho de que no haya surgido ningiin tumor en
los animales ovx. Sin embargo en estos grupos si surgieron deciduomas e hiperplasias glandulo-
quisticas, lo que sugiere que en este caso el efecto ovarico no es necesario.

El tiempo de exposicion a la hormona no parece ser de importancia crucial en la aparicion de
las lesiones endometriales, si el MPA ha estado presente al menos durante dos semanas, y mayores
dosis no parecen aumentar significativamente la incidencia. La notable incidencia de tumores en
el Grupo 9, en el cual el MPA fue eliminado y el MNU inyectado cuando los animales comen-
zaron a ciclar pareceria indicar que la hormona ejerceria una efecto inductor en este protocolo en
particular.

Algun factor dependiente de las glandulas salivares modula la carcinogénesis endometrial, ya
que la incidencia de lesiones I y IV de endometrio es menor en los animales sialo que en los

controles.

Otros tumores

Los tumores de pulmon inducidos por MNU han sido ya extensamente descriptos por otros
autores (Lijinsky W. y col., 1988), y su incidencia en nuestro experimento fue de un 100% en los
grupos tratados con MNU (Tabla 7). Brevemente, se trata de lesiones neoplasicas de localizacion
periférica, muchas veces de localizacion subpleural, con las caracteristicas histolégicas de un

adenocarcinoma.

Macroscopicamente se identifican como lesiones nodulares de tamano variable y color
blanquecino, aunque las lesiones mas voluminosas pueden presentar una coloracion oscura debido
a la presencia de fendmenos hemorragicos. Microscopicamente estdn compuestos por células
poligonales de tamario relativamente uniforme, nicleo pequefio central y citoplasma eosindfilo.
Las células muestran pocas atipias y un indice mitético relativamente bajo. Los elementos celulares
proliferantes constituyen, en general, masas solidas y pueden diferenciar estructuras glandulares
o pseudoglandulares con el aspecto de rosetas, en general sin luz central (Figura 59 y 60). Pueden
también identificarse ocasionalmente imagenes papilares o pseudopapilares, algunas de las cuales
pueden ser un artefacto, producto de la disgregacion tisular prefijacion o de la retraccion

secundaria a la deshidratacion e inclusidn en parafina.
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TABLA 7
Determinacion de incidencias de tumores de pulmoény
leucemias en los distintos grupos experimentales.

PROTOCOLOS "5umC! % |\ Gicemias | %
N 24/28 86 18/28 65
e 12/13 95 6/13 43
. Y 31/35 88 7/35 19*
Y....Y 25/26 98 9/26 37
Y . Y SHAM 27132 84 1/32 3*
Yy .Y SALO 16/20 80 1/20 5*
Yy Y Control 17/20 86 2/20 10*
B Y 44/50 89 7/50 15*
Y i, 28/31 89 5/31 17*
| S VORNUVE 13/14 92 4/14 28
Sy A 23/27 85 7127 26"
. OVX 13/15 87 10/15 67
V...V OVX 11/13 85 3/13 23
Y ¥ ow 1114 | 78 2/14 14*
OVX 10/12 82 4/12 14
e 1

X :MNU 50 mg/kg. ¥V :implante de MPA depot 40 mg.
* :p <0.01 respecto ) :extraccion de MPA depot 40 mg.
del primer grupo
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Fig. 59

Fig. 60

Abajo aumento se observa un carcinoma primitivo de pulmén inducido por MNU. La
lesion es ovoide de citologia relativamente uniforme y limites aparentemente netos.
Obsérvese la localizacion subpleural (H&E, 25x).

Area a mayor aumento de la figura anterior. La neoplasia es sélida y estd compuesta por
células glandulares neopldsicas poligonales sin marcadas atipias (H&E, 100x).

Pdgina 110




VL

Los adenocarcinomas pulmonares crecen manteniendo una forma ovoide, con limites
relativamente netos y comprimiendo los tejidos circundantes, los que al atrofiarse forman una
pseudocdpsula. Esto otorga a la lesién, a bajo aumento, un aspecto encapsulado.

Si bien al comienzo se observa en general una lesion tnica, luego de algiin tiempo de evolucion
aparecen lesiones miltiples, las que por su aspecto constituyen tumores primitivos, no disemina-
cién intrapulmonar de la/las primeras lesiones. En el tiempo de seguimiento de este experimento
no se observaron metastasis a distancia.

Ademads de los descriptos se observaron numerosas leucemias (Tabla 7), que en general se
habian diseminado en el momento de la autopsia. La mayoria de los animales tenian compromiso
parcial o difuso hepdtico, pulmonar, y esplénico y en ocasiones diseminacion a otros érganos. La
imagen es tipica de un proceso proliferativo linfocitario, con infiltracion tisular difusa por células
linfoides atipicas, de aspecto redondeado, de gran tamafio, que terminan destruyendo las estructuras
adyacentes. Se identifican mitosis con frecuencia. No se caracterizaron estas leucemias en cuanto
asuorigenBo T.

Se observaron también carcinomas pavimentosos de la region anal o perianal, y en una ocasion
de vagina, en general bien diferenciados, con extensa infiltracién. Microscdpicamente mostraban
una morfologia “epidermoide” con presencia de un epitelio acantopapilomatoso y numerosas perlas
comeas. No se observaron metastasis de estos tumores, los que podian crecer hasta alcanzar gran
tamano.

Otras lesiones que se observaron ocasionalmente fueron sarcomas de tipo fibrobldstico,

subcutdneos. Estas lesiones son francamente atipicas e infiltran extensamente.

Estado inmunologico de los ratones tratados con MNU y/o MPA.

Teniendo en cuenta que los tumores de mama inducidos en este modelo de co-carcinogénesis
tienen una inmunogenicidad moderada, y que existen trabajos describiendo un posible efecto
inmunosupresor del MPA (Turcotte J. y col., 1968) nos pareci6 importante explorar la posibilidad
de que en lugar de tratarse de un efecto promotor del MPA se tratara de un efecto
inmunosupresor. Para ello se evalué el estado inmunolégico de los animales con distintos
tratamientos mediante el desafio con glébulos rojos de camero y posterior evaluacion de la

respuesta inmune humoral y celular.
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A. Medicion del titulo de anticuerpos anti globulos de carnero en ratones tratados con
MNU, MPA y MNU+MPA.

1. R a primaria (7 dia del indculo de GR

En La Figura 61A se muestra el titulo de anticuerpos hemaglutinantes en ratones tratados con
MPA, MNU, MPA+MNU o controles, a los 7 dias de iniciado los tratamientos. Se observa una
disminucién significativa del titulo de anticuerpos en ratones tratados con MNU con respecto al
control (p<0.05) y una significativa estimulaciéon (p<0.01) en ratones tratados con MPA. El

tratamiento con MPA revirtio la inmunodepresion ocasionada por MNU (p<0.05).

Los mismos experimentos se repitieron a los 90 dias de haberse iniciado los tratamientos. Como
se observa en la Figura 61B se obtuvieron resultados muy similares. En este caso el MNU no
indujo un descenso del titulo de anticuerpos tan marcado como a la semana pero igualmente las
diferencias fueron significativas con el control (p<0.05). Los ratones tratados con MPA o MPA
+ MNU no mostraron diferencias entre si y mostraron una fuerte inmunoestimulacion con respecto

al control (p<0.001 y p<0,05 respectivamente).
2. _Respuesta secundaria ias después del indculo de GRC).

Se evaluo el titulo de anticuerpos en ratones tratados durante 2 meses con MPA, MNU, MNU
+ MPA o controles. Al mes se inyectaron por segunda vez los GRC y se sangraron después de
una semana de inyectar los GRC. En este caso, como se ve en la Figura 61C, los animales
tratados con MNU y MPA se encuentran tan inmunoestimulados como los tratados con MPA solo

(p < 0.05 entre MPA + MNU y control).

Se evalué también la respuesta secundaria en ratones inmunizados a los 3 meses de tratamiento
y reestimulados con GRC 1 mes después; o sea sangrados a los 4 meses de iniciar los tratamientos
(Figura 61D). Nuevamente los resultados obtenidos mostraton que el titulo de anticuerpos es
significativamente mayor en los tratados con MPA y MNU+MPA que en los controles (p<0.001)
siendo también significativa la diferencia entre MNU+MPA y MNU (p<0.001) (Figura 61C).
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En conclusién, MNU actuaria como un inmunosupresor cuyo efecto seria mas notorio en la
respuesta primaria de anticuerpos. MPA ejerceria un efecto inmunoestimulador ya evidente a los
7 dias y constante capaz de revertir el efecto inhibitorio del MNU. Para etapas tempranas del
tratamiento MPA revirti6 sélo parcialmente el efecto inmunosupresor del MNU sobre la respuesta
primaria. En cambio, para tratamientos prolongados, la reversién fue total e incluso la respuesta

de anticuerpos fue superior a la del control.

B. Comparacion entre la accién del MPA depot y MPA pellet.

Como el efecto inmunoestimulador tan marcado del MPA fue mayor del esperado, cabia la
posibilidad de que el excipiente del MPA estuviera actuando como adyuvante. Para verificar que
se trataba de un efecto hormonal se repitieron los ensayos usando animales tratados con MPA en
forma de pellet. Como se ve en la Figura 62, el MPA administrado sin el excipiente también en

tiene un efecto inmunoestimulador.

C. Efecto de un antiprogestigeno sobre la estimulacién inducida por MPA.

Se evaluo la capacidad del antiprogestageno onapristona (onaP) para inhibir el efecto inmunoes-
timulador del MPA. El objetivo fue confirmar que se trata de un efecto hormonal y no de un
efecto alostérico de la molécula de MPA. Se repitieron los mismos ensayos usando ratones
tratados con MPA que recibieron tambien un pellet de 1,7 mg de onaP. Como se observa en la
Figura 63, a la semana de tratamiento la onaP tuvo un efecto inmunosupresor de la respuesta
primaria de anticuerpos por si mismo (p< 0.01), ademas de disminuir el efecto inmunoestimulador
del MPA (p<0.05). En cuanto a la respuesta secundaria, el onaP sélo inhibié el efecto estimulador
del MPA (p<0.05). Estos resultados demuestran que el efecto del MPA observado seria de tipo

hormonal.

D. Reaccion de hipersensibilidad retardada.

Para evaluar la respuesta celular se investigd la reaccion de hipersensibilidad retardada en estos
ratones inmunizados con GRC y tratados con MNU, MPA 6 MNU + MPA. Como se observa en
la Figura 64, las diferencias entre los indices de hipersensibilidad retardada de los distintos grupos
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no fueron estadisticamente significativas. Este indice se calculd sustrayendo el grosor de la
almohadilla plantar de la pata derecha inoculada con SF al de la pata izquierda inoculada con los
GRC.

El conjunto de estos resultados demuestra que MNU induce una supresion marcada de
la respuesta humoral, mientras que el MPA por el contrario, induce una fuerte estimulacion.
Por otra parte los animales tratados con MPA logran revertir la inmunosupresion de MNU.
Este efecto del MPA estaria dado por sus efectos hormonales y no por una potencial
actividad adyuvante del excipiente. Estos resultados implican que el aumento de tumores
observado en animales tratados con MPA y MNU no se deberia a que estos animales
estuvieran mas inmunodeprimidos que los de MNU, confirmandose asi el efecto promotor
del MPA.



DISCUSION



Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran la importancia del entomo hormonal in vivo
en la induccién de tumores de mama en el modelo de cocarcinogénesis por MNU y MPA. Se demuestra
por primera vez el efecto promotor del MPA en la carcinogénesis y se sugiere que esta hormona puede

jugar, ademds, un rol permisivo.

El MPA se comporta como carcinégeno mamario completo en ratones hembra de la cepa BALB/c
(Lanari C. y col., 1986). Las lesiones mamarias inducidas por MPA sélo (en su gran mayoria ductales)
son morfoldgica y biolégicamente diferentes de las inducidas por MNU y MPA + MNU (lobulillares
con distintos grados de metaplasia pavimentosa), lo que demuestra que los mecanismos de
carcinogénesis mamaria son sumamente complejos y operan no sélo a través de distintas vias, directas
o indirectas, sino probablemente sobre distintas células blanco o bien induciendo sobre las mismas
células blanco madre cambios genéticos diferentes que las llevan a proliferar diferencidndose en
distintos sentidos. En nuestro modelo, MNU actuaria como iniciador induciendo determinados cambios

genéticos y MPA actuaria favoreciendo la expansion de esta poblacion celular.

El desarrollo de la gldndula mamaria a través de un estroma adiposo es un modelo ideal para el
estudio de mecanismos de invasion. Durante este desarrollo, la proliferacién celular ductal y la
penetracion del tejido fibroadiposo circundante es rapida y agresiva, incluso si se compara con lesiones
malignas; sin embargo, este crecimiento es regulado estrechamente a nivel tisular por factores
homeostaticos (Daniel C.W. y Silberstein G.B., 1987). Muchas observaciones sugieren que existe una
subpoblacidon de células madre a lo largo de la glandula mamaria. El ciclo del desarrollo mamario -
preiiez, lactancia e involucion- involucra replicaciones celulares masivas, diferenciacion y muerte que
pueden ser repetidos numerosas veces durante la vida reproductiva. La presencia de células
indiferenciadas todo a lo largo de la glindula mamaria, que son capaces de responder a diversos
estimulos ha sido sugerida en experimentos de transplante. Diversos autores han demostrado que el
transplante de células obtenidas de cualquier region del arbol mamario pueden regenerar en otros
huéspedes glandulas mamarias completas con capacidad de lactar (DeOme K.B y col., 1959; Daniel
C.W. y col., 1968). Estas células madre pluripotenciales han sido denominadas “cap cells”, lo que se
puede traducir como células del casquete (Daniel C.W. y Silberstein G.B., 1987). No se sabe si estos
elementos celulares primitivos de los brotes terminales de segunda generacion surgen por

desdiferenciacion de células mioepiteliales o ductales, o bien representan una poblacion residual de
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células madre indiferenciadas, que carecen de caracteristicas morfoldgicas distintivas (Daniel C.W. y
Silberstein G.B. 1987).

Una caracteristica notable del epitelio mamario es su relacién intima con el estroma. Se ha
demostrado que si se pone en contacto con estroma de glandula salivar, epitelio mamario de un
neonato, se desarrolla un epitelio salivar caracteristico, que sin embargo conserva su capacidad de
sintetizar caseina bajos estimulos hormonales (Kratochwil K., 1969). Estos datos nos sugieren que estas

células pluripotenciales son muy primitivas.

El carcinégeno MNU es ampliamente utilizado en distintas especies y su actividad tumorigénica
puede ser observada sobre casi todos los tejidos y drganos, tanto in vivo como in vitro, por diferentes
vias de administracion y a distintas dosis (Hass H. y col.,, 1973; IARC., 1979). Anteriormente
comentamos que previo a nuestros ensayos, no existian en bibliografia datos que demostraran que MNU
actuara in vivo sobre la glandula mamaria de ratén (IARC., 1979; Lijinsky W. y Reuber M., 1988).
Nuestros experimentos mostraron que MNU en tres dosis de 50 mg/kg era capaz de inducir
adenocarcinomas mamarios en alrededor de 11-15% y que si se administraba MPA, en forma continua
a lo largo de todo el experimento, la incidencia ascendia a 63-79%. (Pazos P. y col., 1992). Otros
autores demostraron que en un modelo semejante, la accidn conjunta de MNU y hormonas hipofisarias
induce un alto porcentaje de tumores mamarios en ratones BALB/c (Guzman R. y col., 1992). Si bien
hasta ese momento la mayoria de los trabajos sobre el rol de las hormonas como promotores de la
carcinogénesis, se centraban en el papel de los estrogenos, hallazgos de nuestro laboratorio y otros
(Lanari C. y col. 1986, Nagasawa H. y col. 1988, Russo I. y col.,, 1989) demostraron que los
progestagenos podian participar positivamente en procesos de carcinogénesis en la glandula mamaria

en el raton .

Con el fin de poder separar el efecto iniciador d¢ MNU del postulado efecto promotor del MPA
elegimos un protocolo en el cual se empled una dosis unica de MNU de 50 mg/kg (Zarbl H. y col.,
1985). Efectivamente, esta dosis resulto ser iniciadora en nuestro modelo, pues no indujo la aparicién
de carcinomas mamarios (Waldmann V. y Rabes H., 1992; Monis B. y Valentich M., 1993).

La proliferacion celular en tejidos y érganos es esencial para la carcinogénesis (Pitot H.C., 1978;

Sutherland D., 1987). En el caso del tejido mamario las hormonas mamotréficas son imprescindibles
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para el desarrollo normal y pueden eventualmente actuar como promotores tumorales sobre células
iniciadas en la carcinogénesis con distintos agentes: virus, radiaciones y quimicos (Li J.J., 1991). En
el momento del nacimiento, el epitelio mamario consiste en un cordon de células conectadas al pezén
que termina en una estructura ramificada en el extremo distal. El desarrollo hasta este estadio estaria
influenciado por estimulos mesenquimaticos y por la hormona de crecimiento. La fase siguiente del
desarrollo transcurre durante la maduracidon sexual (4-7 semanas), donde ocurre un desarrollo muy
rapido, alométrico, como consecuencia de una actividad mitdtica muy intensa a nivel de brotes
terminales. Aparentemente, el requerimiento hormonal minimo en este periodo es de estrogenos y PRL
o GH. En este periodo hay muy poco desarrollo alveolar. La ultima fase del desarrollo es la de la
prefiez, con el desarrollo de estructuras lobuloalveolares que llenan los espacios interductales, desarrollo
que requiere ademas de las hormonas citadas, la presencia de P (Topper Y.J. y Freeman C.S.,1980).
Se ha detectado la presencia de RE en las células luminales del brote terminal, en células ductales y
en células estromales vecinas a las células “cap” que son las que tienen una aita tasa de proliferacion
(Daniel C.W. y col, 1997). Estas observaciones sugieren que los estrégenos actian via intermediarios
estromales, y han sido apoyadas por estudios in vitro (McGrath C.M., 1983; Haslam S.Z. y Levely
M.L, 1985). Estudios realizados por el grupo de Haslam (Haslam S.Z., 1988) han demostrado que los
estrogenos actian en forma diferente en la glandula inmadura, en la que tienen un efecto directo, que
en la glandula de animales ya maduros, actuando en este caso por via sistémica probablemente
estimulando la secreciéon de PRL. La P por otra parte, no mostro tener efectos en la glandula inmadura
mientras si estimuld notablemente la proliferacion en la glandula madura. Este efecto era sinergizado

con estrogenos probablemente por la induccion de RP por estos ultimos.

Otro de los factores que intervinien en el desarrollo normal de la glindula mamaria es el EGF.
Daniel y col. (Daniel C.W. y Silberstein G.B, 1987) demostraron que el EGF es capaz de estimular en
forma dosis-dependiente el crecimiento de los brotes terminales. Los R-EGF estaban localizados
principalmente en el estroma que rodea la region de las células cap. Estos datos sugieren que el estroma
parece ser el sitio de accién del EGF. Sin embargo, no se puede descartar que ese factor actie
directamente sobre las células epiteliales, cuyos receptores no pueden ser detectados debido a una
regulacion negativa . Los niveles de receptores serian mayores en las virgenes y en la primer parte del
embarazo, declinando en las ultimas etapas de la gestacién y lactancia lo que sugiere que el EGF es

un factor mamotréfico ductal. Todos estos datos nos llevan a pensar que, tanto los estimulos
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hormonales en el momento de la iniciacion, como el estado de madurez de la gléndula mamaria juegan

un rol clave en la evolucion del proceso de carcinogénesis.

El modelo de carcinogénesis mamaria por MNU en la rata ha sido considerado siempre como un
modelo clasico (Gullino P. y col., 1975). En este modelo, la administracién de MNU en animales
intactos u ovariectomizados tratados con estrégenos (Sukumar S., 1990) o prolactina (Davio C. y col.,
1991) induce una alta incidencia de adenocarcinomas mamarios. Los tumores, sin embargo, son
morfoldgica y bioldgicamente diferentes a los del modelo presentado en este trabajo de tesis. Los
tumores son ductales aunque pueden presentar metaplasia pavimentosa, la mayoria retrograda al
ovariectomizar los animales y expresan altos niveles de RE, mientras que los inducidos por MNU +
MPA o MNU en nuestro modelo son carcinomas lobulillares de crecimiento autonomo, con distintos

grados de metaplasia pavimentosa, sin receptores hormonales.

Si bien en este trabajo de tesis no presentamos resultados sobre activacion de oncogenes en estos
tumores, en estudios previos realizados en colaboracion con el laboratorio del Dr. EH Charreau,
demostramos que el c-erbB2 se encuentra amplificado en un alto porcentaje de los tumores inducidos
por MNU y MPA, no asi en los dos tnicos tumores inducidos por MNU (Gravano M. y col., 1993).
Esta sobreexpresion no estd asociada a la morfologia tumoral, ya que de los tumores inducidos por
MNU y MPA algunos eran adenocarcinomas con metaplasia pavimentosa (tipo II) como los inducidos

por MNU sélo (resultados no publicados).

En los trabajos experimentales del grupo de Nandi se desctiben carcinomas mamarios similares
a los obtenidos por nuestro grupo, son hormono-independientes y presentan metaplasia pavimentosa
(Guzman R. y col., 1992). Estos tumores se obtienen tratando con MNU in vitro células de mama de
raton BALB/c, las que luego se inoculan a los ratones que son tratados con distintos promotores.
Cuando utilizaron P y PRL, obtuvieron carcinomas lobulillares con metaplasia pavimentosa, en cambio,
cuando se usé EGF, la incidencia tumoral fue mucho menor y los carcinomas fueron de tipo ductal.
Los tumores del grupo P + PRL expresaban el c-Ki-ras mutado en el codén 12, a diferencia de los
tumores inducidos en rata los cuales tienen el c-Ha-ras activado (Sukumar S. y col., 1988). En
experimentos realizados posteriormente inoculando MNU a ratones que tenian implantadas hipofisis

en la cdpsula del bazo para aumentar los niveles de Pg y PRL, los tumores fueron mas heterogéneos
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y sélo el 17% expresd el c-Ki-ras mutado. Estos resultados sugieren que los eventos que estin
ocurriendo en la glandula mamaria en el momento de la iniciacién son claves para el
desencadenamiento del proceso de carcinogénesis y son, aparentemente, mucho més complejos in vivo.
No sélo es importante el estado proliferativo de la glandula mamaria sino también la calidad de los
estimulos proliferativos que pueden estar expandiendo distintas células o estimulando a las mismas

células a diferenciarse en distintos sentidos.

En otros trabajos también se ha observado sinergismo entre ras y c-erbB2 (Janes P. y col.,
1994). El hecho de que hay algunos tumores bioldgicamente similares que no tienen el c-erbB2
amplificado, sumado a que Nandi y col. encontraron que sdlo que el 17% de los tumores tienen el ras
mutado, sugiere que existen otros oncogenes involucrados en este modelo de cocarciogénesis, una

hipdtesis que habia sido previamente considerada por otros autores (Magues y col., 1994.

En nuestros experimentos hemos demostrado la capacidad del MNU de inducir poblaciones
celulares en una gldndula mamaria normal, sin influencias hormonales exdgenas, que después el MPA
exogeno fue capaz de promover. Al medir en qué etapa del ciclo estral estaban los animales en el
momento de inyectar MNU comprobamos que en los 3 inicos casos en que los ratones estaban en
metaestro aparecieron tumores de mama. Si bien estas diferencias fueron estadisticamente significativas,
el disefio experimental no nos permite tratar a este resultado con mucho rigor estadistico. Esto
coincidiria en que los picos de progesterona mads altos se han detectado en proestro tardio y en
metaestro (Anderson C.H. y Battie C.W., 1992). En el modelo de rata en cambio se ha detectado mayor
incidencia de tumores cuando MNU se inyectd en estro o proestro (Ratko T. y col, 1988; Anderson
C.H. y col., 1991). Los tumores inducidos cuando se administré primero MNU y luego MPA tuvieron
diferenciacion pavimentosa, caracteristica aparentemente que identifica al MNU. Cuando el MNU se
aplico una semana antes que el MPA, o sea a una glandula mamaria con células blanco de MPA
proliferando, si bien la incidencia tumoral fue mayor, los tumores fueron principalmente de tipo I o sea
mas indistinguibles de los que la progesterona es capaz de inducir por si sola después de una larga
latencia (Kordon E. y col., 1993). En cambio cuando el MNU se aplicé dos meses después de haberse
inciciado el tratamiento con MPA, o sea que las concentraciones de MPA son mas bajas y las de EGF
mas altas vuelve a manifestarse el fenomeno de metaplasia pavimentosa. Si bien desconocemos los

fenémenos que subyacen a esta diferencia, los resultados avalan los postulados de Nandi y col acerca
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de la importancia del entorno hormonal que modula el proceso de iniciacién, ya que en estos 3

protocolos experimentales el esquema de promocién es relativamente similar (Nandi S. y col, 1995).

Al finalizar el experimento, a los 9 meses, quedaban bastantes animales vivos del grupo inoculado
con una dosis de MNU, grupo en el cual no aparecieron tumores. Tuvimos que tomar la decisién de
elegir entre autopsiarlos a todos para estudiar los iteros o estudiar una de las propiedades que
caracterizan a los promotores que es la capacidad de actuar ain mucho tiempo después que actué el
agente iniciador (Beremblum L.,y Shubik P.,1947; Pitot H. 1978) ). Efectivamente el MPA indujo la
aparicion de tumores a los 3 meses aproximadamente (4/4 vs 0/5) aunque estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas. Estas observaciones apoyan los resultados anteriores que demuestran

que el MPA actua como promotor.

En los protocolos experimentales en los cuales se inoculé primero la hormona y después el
carcinégeno quimico se evalia la suma de por lo menos dos acciones de la hormona, que se reflejan
en el aumento de la incidencia, una actividad de promotor y una de agente permisivo. Un agente
permisivo es aquel que provoca un cambio en la célula que favorece la accion de un carcinégeno o
simplemente aumenta el numero de ellas haciendo mas probable que éste actie sobre algunas (Pike M.
y col.,, 1983; Sutherland D., 1987). Este efecto permisivo también se evalué en animales ovx.
Curiosamente no hubo diferencias significativas entre animales ovx y enteros cuando el MPA estuvo
inoculado antes que el MNU. Por el contrario, MPA no tuvo efecto promotor en ratones ovx inoculados
con MNU. Estos hallazgos nos senialan por un lado la importancia de la presencia de una mama no
atrofica en el momento de la inciciacidn y por otro lado la capacidad del MPA de inducir proliferacion
en la glindula mamaria aun en ausencia de ovarios. Estos datos se correlacionan con las observaciones
de las glandulas mamarias en los estudios de montaje total y coincide con los resultados de otros
autores sobre los efectos proliferativos de la P sobre la glandula mamaria (Haslam S.Z., 1988).

En otros modelos experimentales el estudio de la accidn de la ovx sobre la carcinogénesis y
especialmente con MNU, ha demostrado la importancia de las hormonas gonadales tanto en la
induccion como en el mantenimiento en pasajes de lineas tumorales in vivo, sobre todo teniendo en
cuenta que en estos modelos los tumores suelen ser hormono-dependientes (Gullino P. y col., 1975;
Arafah B. y col., 1980; Sukumar S., 1990). En ratones también se ha demostrado la estimulacion

prolongada con hormonas favorece la induccion de tumores mamarios por carcindgenos quimicos
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aunque la mayoria no depende de ellas para su crecimiento (Medina D., 1981; Nandi S. y col,,
1995). En el modelo de induccién de carcinomas mamarios con MPA, pudimos observar que la ovx
previa al tratamiento disminuye significativamente la capacidad tumorigénica de MPA y previene el
crecimiento de los tumores MPA-D transplantados (Lanari C. y col., 1989). Los ovarios, ademas de
ser la fuente principal de estrégenos y progesterona, producen factores como TGF-beta, activinas e
inhibinas, todos ellos moduladores de la produccion de sustancias mamotréficas en hipéfisis, gonadas

y placenta (Massagué J. y col., 1992).

Como ya se menciond anteriormente, entre los factores mamotréficos relacionados con la
proliferacién de células mamarias se encuentra el EGF, un polipéptido sintetizado en varios 6rganos
y especialmente por las glandulas salivares de roedores (Bullock L. y col., 1975; Carpenter G. y Cohen
S., 1979). Se sabe que en la glandula mamaria de ratén su sintesis estd regulada por hormonas
lactogénicas como PRL e hidrocortisona (Fenton S. y Sheffield L, 1991; DiAgustine R. y col., 1992).
Este factor estimula el epitelio mamario inclusive se ha logrado medir un aumento de los niveles
intracelulares de AMP ciclico (Yang J. y col., 1980). Distintos trabajos muestran que la sialo afecta
al desarrollo de la mama normal (Okamoto y Oka, 1984; Fisher y Lakshmanan, 1990); como asi
también al desarrollo de tumores mamarios en ratones de las cepas C3H, SHN y GR (Kurachi H. y col.,

1985; Inui T. y col., 1989).

Hace algunos afios se ha demostrado que el MPA puede unirse a los receptores de andrégenos en

las glandulas submaxilares de ratén induciendo un aumento de sintesis de EGF (Bullock y col., 1975).

El rol del EGF sérico sobre la mama ha sido un tema discutido, si bien normalmente el EGF se
encuentra elevado en plasma en ratones prefiadas y en nodrizas, este aumento es muy poco Notorio
aunque la sialo logra revertirlo (Kurachi H. y col., 1985b). Perheentupa J. y col.(1984), encontraron que
el aumento de EGF-GS no contribuye significativamente al contenido de EGF-S en ratones de la cepa
BALB/c y por lo tanto le restaron importancia en la regulacién del crecimiento de otros drganos
distintos a las salivares. Al medir nosotros la concentracion de EGF-S en animales sialo y normales
tratados con MPA comprobamos que la sialo provoca una caida a valores inferiores de los normales
y que el progestageno genera un incremento sostenido en los niveles séricos de este factor. Este

aumento se hace evidente a partir de las 3 6 4 semanas de comenzado el tratamiento con MPA y
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aparentemente es como si un mecanismo de control fuera sobrepasado por la continua presencia del
esteroide. Los valores de niveles de EGF-S fueron similares a los obtenidos por otros autores en
machos después que han sido sometidos a una estimulacién alfa-adrenérgica (Fisher D. y Lakshmanan
J., 1990).

Nosotros hemos comprobado también la importancia de las salivares en la induccién de tumores
mamarios por MPA en hembras BALB/c, ya que la sialo previa a la administracién de MPA, disminuye
significativamente la incidencia de adenocarcinomas mamarios respecto a los controles (Kordon E. y
col., 1994). En este trabajo demostramos que las glandulas mamarias de ratones sialo tratados con MPA
tienen una hipotrofia muy marcada con respecto a los respectivos controles tratados con MPA. Esta
diferencia de desarrollo entre ratones controles y sialo podria ser suficiente como para justificar para
la observada reduccion de la incidencia tumoral. En el modelo de cocarcinogénesis de MPA+MNU las
glandulas mamarias hipertroficas estarian por un lado mds expuestas a la iniciacion de MNU y por otra
parte estarian expuestas permanentemente a la accion de MPA junto con la accion de EGF salivar,
favoreciéndose la fase de promocion. El hecho que las diferencias entre el nimero de tumores
inducidos en el grupo que recibid MPA una semana antes de MNU (todavia no hay aumento de EGF
sérico) y MPA 2 meses antes de MNU (cuando los niveles de EGF sérico son altos) sugeririan que el
efecto de EGF estaria dado principalmente en la fase de promocion. Obviamente estos grupos difieren
entre si no solo en la concentracién de EGF circulantes sino también en las concentraciones de MPA
circulantes en el momento del inéculo de MNU que probablemente sean diferentes a la semana que a
los 2 meses; si bien se trata de sistemas de liberacion lenta en los cuales el depdsito de MPA dura mds
de 3-4-meses (Molinolo A.A. y col., 1987). La interpretacion es aun mas compleja si se tiene en cuenta
que en la salivar se producen otros factores como NGF, renina, calicreina y proteasas, cuya actividad
podria también facilitar la tumorigénesis mamaria (Fisher D. y Lakshmanan J., 1990) y cuya accién no
se ha evaluado, sélo permite inferir estos resultados.

Probablemente EGF y MPA actien sinérgicamente induciendo la proliferacién del epitelio
mamario, como demostraron otros autores en estudios in vitro (Imagawa W. y col., 1985) o bien que
el EGF provoque un aumento en el contenido de RP en las células epiteliales, como se evidencio en

utero (Sumida S. y col., 1988).

Independientemente de cudles sean las vias que potencien la cocarcinogénesis mamaria, los
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tumores surgidos en los animales sialo no fueron distintos en morfologia o comportamiento biolégico

al resto de los grupos.

Hemos evaluado también el efecto de la exposicion al MPA previo al induculo de MNU. Cuando
el objetivo es definir el rol promotor o iniciador de un compuesto cualquiera en el proceso
carcinogénico, resulta imprescindible cambiar el orden de los agentes. Tratindose de una hormona que
podria tener, hipotéticamente, por si misma efectos iniciadores resulta muy dificil pensar cual seria el
tiempo de exposicion necesario para provocar este efecto. Cuando se trata de iniciadores quimicos
generalmente se habla de mutdgenos, agentes de accidn instantdnea, sin embargo, cuando se habla de
que las hormonas podrian tener accién iniciadora, es decir que tienen la capacidad para formar aductos
con el DNA o proteinas se supone que esto no es un fendmeno instantaneo. Se ha descripto la
capacidad de metabolitos del E, derivados de la via de la 16-alfa-hidroxilacién que tienen cierta
capacidad de formar aductos con proteinas y con DNA (Fishman J. y Suaneck G.D., 1992). Se ha
asociado una mayor incidencia de cancer en pacientes con esta via aumentada y en experimentos in
vitro se ha comprobado esta asociacion (Telang N. y col., 1992). Sin embargo se supone que estos
pacientes estan expuestos durante mucho tiempo a estos metabolitos. Establecer el tiempo de exposicion
al MPA para evaluar una posible accion iniciadora separada de su accién hormonal nos parecié casi
imposible. Evaluamos por lo tanto el efecto de inocular durante 2 meses el MPA, eliminar el efecto
hormonal removiendo el depdsito de MPA y recién en ese momento inoculamos el carcinégeno
quimico. Con este experimento podiamos investigar si el tratamiento con progestdgeno previo inducia
una diferenciacion de la glandula mamaria que la hacia mas refractaria al tratamiento con MNU, o por
el contrario si favorecia la carcinogénesis por MNU. En general se ha postulado que la diferenciacion
de la glandula mamaria disminuye la cantidad de células madre (Russo J. y col., 1982). Sin embargo
este concepto tan tradicional ha sido cuestionado recientemente por el grupo de Nandi donde se sugiere
que seria el descenso de los niveles de GH caracteristico de ratas multiparas, lo que causaria una
disminucién de la suceptibilidad de la gldandula mamaria, posiblemente disminuyendo los niveles de
RE y de EGF (Thordarson G. y col., 1995). En nuestros grupos experimentales en los cuales el
progestdgeno fue administado antes, se observé mayor nimero de tumores que en los respectivos
controles, pero las diferencias no alcanzaron a ser estadisticamente significativas. Estos resultados
implicarian que el MPA, favoreceria la exposicion de mayor nimero o distinta calidad de células mas

sensibles al MNU, pero la falta de accién promotora seria la causa del bajo nimero en general de
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tumores.

Los estudios de montaje total de las glaindulas mamarias no suministraron datos muy interesantes.
Hubiéramos deseado encontrar lesiones caracteristicas de MPA, diferentes a las de MNU+MPA y a las
de MNU. Si bien se pudieron establecer algunas diferencias que caracterizaran a cada agente
carcinogénico; en muchas lesiones no fue posible identificar por la descripcion de la mama a qué grupo
pertenecia. En general las mamas tratadas con una dosis de MNU no mostraron diferencias con las de
una virgen lo cual es bstante razonable si pensamos que los agentes iniciadores no producen cambios
morfolégicos, son solo mutagenos. En cambio, las mamas de los ratones tratados con 3 dosis de MNU,
algunos no mostraron cambios mientras que otros experimentaban cambios que podrian ser
considerados como hormonales ya que habia mayor grado de ramificaciones y dilataciones de los
conductos. En algunos trabajos se ha descripto que el MNU podria tener efectos estrogénicos (Kodama
M. y col,, 1991). Es un poco dificil explicar que un agente que es metabolizado en 15 minutos tenga
efectos estrogénicos u hormonales prolongados que se traduzcan en cambios morfologicos. Quizds,
parte de la accion del MNU sea formar aductos con proteinas receptoras hormonales o involucradas
en la via de la accién de la hormona. Las lesiones tipicas de MPA se caracterizan por hiperplasias de
tipo ductal con ensanchamientos irregulares de los conductos con a su vez el desarrollo lobulillar
caracteristico de la accion hormonal del MPA. Los animales tratados con MNU ademas de MPA
experimentan estos mismos cambios morfoldgicos con la diferencia que en algunos casos se observan
hiperplasias de tipo lobulillar atipicas. Caracteriza también a este grupo la observacién de escamas o
perlas cdmeas en lobulillos donde todavia no hay desarrollo de adenocarcinomas invasores, con lo cual

se verifica que esta caracteristica del MNU es previa al desarrollo de la lesion neopldsica completa.

El hallazgo de metaplasia pavimentosa en un adenocarcinoma no es un fenémeno raro en tumores
humanos y ha sido descripto para la mama y otras lesiones (Robbins S.T, 1989; Harb J.M. y col., 1995,
Albores-Saavedra J. y Young R., 1989). En el caso de los tumores inducidos por MNU en nuestro mo-
delo, resulta curiosa la extension en algunos de estos tumores de los fenémenos metaplasicos y el hecho
que en ciertas lesiones se observe queratinizacién del tipo llamado tricolemal, que es el tipo de quera-
tinizacién caracteristica del pelo. A diferencia de la que existe en los epitelios pavimentosos de reves-
timiento, no se observa en ella la presencia de una capa de células granulosas, con granulos de que-

ratohialina. La queratinizacién es directa, sin ninguna transicion visible (Alan S. y Lowe J., 1992). Otro
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aspecto llamativo de algunos de estos adenocarcinomas mamarios fue la presencia de extensas masas
comificadas en las que se podia identificar la imagen “negativa” de los nicleos, un cuadro que recuerda
al del pilomatrixoma o tumor de Malherbe, un tumor de piel humano que se considera que se diferencia
en sentido piloso (Kaddu S. y col., 1994).

Otro cuadro interesante en la interpretacion del probable origen de estos tumores es el que se
muestra en las figuras 33 y 34, que se describieron en la pagina 74, en el cual la lesion remeda la
forrnacion de largas estructuras ductales que terminan en una dilatacién o botdn terminal. La generacién
de este tipo de estructuras es caracteristica de las etapas finales de la embriogénesis de la gliandula

mamaria.

Durante la carcinogénesis tiene lugar un proceso de derepresidon gendmica que continua a lo largo
de la progresion de la neoplasia. Esta derepresion puede objetivizarse por cambios fenotipicos y
funcionales que frecuentemente hacen que las caracteristicas de la célula neopldsica se vaya apartando
de las de la célula original, para expresar patrones morfolégicos y funcionales que representan mas
genéricamente a la estirpe; un proceso normal que podria ejemplificar este proceso seria la
transdiferenciacion que ocurre durante el fenémeno conocido con el nombre de metaplasia. Este
fenomeno consiste en la transformacion de un tejido adulto y diferenciado en otro tejido adulto y
diferenciado. Es éste un proceso adaptativo muy frecuente en diferentes tejidos, y especialmente en
epitelios glandulares como el endocervix (epitelio cilindrico muciparo) y el epitelio bronquial (epitelio
cilindrico ciliado pseudoestratificado con células caliciformes), en los cuales el epitelio glandular
primitivo es reemplazado por epitelio pavimentoso. Este proceso se dispara como respuesta a
alteraciones del medio, el ectropion en el caso del enddcervix y en el caso de los pulmones la agresion
constante del tabaquismo (Robbins S.T., 1989). En otros casos como el la metaplasia apocrina que se
observa en las displasias mamarias (Page D. y Anderson T., 1987), resulta menos clara la causa de la
metaplasia, y probablemente forme parte de alteraciones de la diferenciacién que pueden ocurrir en el
seno de patologias que cursan con proliferacion celular. Para tomar como ejemplo la metaplasia
pavimentosa del epitelio endocervical o bronquial, el proceso implica un cambio en el programa de
diferenciacién de un grupo de células basales, que constituyen las células primitivas del epitelio, cuya
direccion normal de diferenciacion es hacia epitelio glandular. Este proceso transcurre a través de

etapas morfoldgicamente reconocibles, la primera de las cuales es la llamada hiperplasia de células
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basales, que constituyen las células primitivas del epitelio, cuya direccién normal de diferenciacién es
hacia epitelio glandular. Es decir, existe en estos epitelios glandulares una poblacién de células
primitivas que retiene por lo menos una bipotencialidad de diferenciacién, potencialidad ésta que nunca
se verifica, a menos que exista un cambio en el medio. Sin embargo, nunca se observa a partir de estas
células primitivas basales, la diferenciacion hacia estirpes celulares epiteliales mas alejadas morfoldgica,

funcional o embriolégicamente, por ejemplo hepatocitos, o pelos, o células adrenales.

Podria teorizarse entonces, teniendo como ejemplo el proceso de metaplasia, que las alteraciones
de los programas de diferenciacion tipicos de la estirpe que aparecen en las neoplasias malignas,
dependeran del estadio de compromiso “commitment” en el que se encuentre la célula blanco del agente
carcinogénico y eventualmente de su interaccion con elementos “diferenciadores” del medio, como por
ejemplo hormonas y factores de crecimiento, electrolitos como el calcio, vitaminas y sus andlogos,
como los retinoides, etc. De esa manera, por ejemplo es probable que una célula madre comprometida
para generar epitelios de origen ductal diferencie primero estructuras caracteristicas de su programa de
diferenciacion mds avanzado, y asi un carcinoma ductal se caracterice por la apariciéon de conductos
o papilas y una célula madre lobulillar acinos o estructuras pseudolobulillares. A medida que el proceso
progresa, y la poblacion neopldsica se amplifica, es posible esperar una mayor divergencia morfoldgica
y funcional, producto de las numerosas alteraciones del genotipo que suelen acompaniar a la progresion

de las neoplasias malignas.

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto nosotros creemos que podrian existir por 1o menos
dos posibilidades en lo que respecta al origen celular de los carcinomas de mama inducidos por MNU.
En la glandula mamaria coexisten estirpes celulares epiteliales de funciéon muy distinta, como las
células que tapizan los conductos, las células mioepiteliales y las células lobulillares o acinares, cada
una de ellas dependiente de un programa de diferenciacion especifico y probablemente de un
comportamiento especifico de células madre. La interpretacion mas evidente es que la célula blanco
afectada sea una célula muy primitiva de la gldndula que aun retiene aunque sea parcialmente
informacion para diferenciarse en sentido epidérmico, incluyendo estructuras relacionadas con la
epidermis, como son los pelos. Por alguna razén ciclos celulares mas cortos con menos posibilidad de
reparar dafios en el DNA, inmadurez del aparato metabdlico de reparacién u otros, esta célula se

encuentra afectada preferentemente. Otra posibilidad seria que el carcindgeno mismo, a través de la
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induccién de mutaciones puntuales especificas (Sukumar S., 1990 Guzman R. y col., 1992) influya en
la derepresion de programas de diferenciacién anémalos. Sin duda, con la capacidad de diferenciar
estructuras epidérmicas coexiste la diferenciacion en sentido “normal”, no sélo se observan en ciertos
tumores, estructuras similares a las de la glandula embrionaria, lo cual también estaria indicando la
etapa primitiva en la que se encontraria la célula blanco, sino también estructuras acinares o lobulillares
similares a las de una mama desarrollada. Cualquiera sea la explicacion, un hecho curioso es que este
efecto es dosis dependiente, es decir la proporcion de tumores con el fenotipo metapldsico es mayor
cunto mayor es el numero de dosis de MNU. Quizds la existencia de mutaciones sucesivas de
localizacion similar, en una misma poblacidén celular contribuya a reforzar los cambios genotipicos

caracteristicos.

Una posible objecion a esta interpretacion seria que, teniendo en cuenta que hemos encontrado
metaplasia pavimentosa atin en lesiones in situ, es decir no invasoras, este fendmeno podria en realidad
constituir también una respuesta adaptativa, como en el caso del epitelio bronquial, a un supuesto
estimulo irritativo del carcindgeno o del promotor. Sin embargo, el carcinégeno MNU, muy inestable
en soluciones salinas, se metaboliza rdpidamente y desaparece de la circulacion en cuestion de minutos
(Swan P.F., 1968 ) y la metaplasia como cambio adaptativo requiere de un estimulo persistente
(Robbins S.T, 1989). No creemos que el MPA juegue un rol sustancial en este proceso ya que no
hemos encontrado fenémenos de metaplasia pavimentosa en animales tratados exclusivamente con
MPA, y por otro lado, estos tumores son también caracteristicos de modelos con MNU en los cuales
el estimulo promotor esta dado por hormonas hipofisiarias (Nandi S. y col., 1995). Sin embrgo nuestros
resultados indican, que, de alguna manera la relacion temporal entre las aplicaciones de MPA y MNU
parece contribuir a la modulacion de la expresion del fenotipo metapldsico, ya que la proporcion de
neoplasias de este fenotipo es mayor en los grupos en los que la hormona se inyectd 2 meses antes del
MNU, comparado con los grupos en los que la hormona se inyectd 1 semana antes. Se podria teorizar
que la hormona induce una amplificacion inespecifica del pool de células madre que no va seguida de
diferenciacién inmediata, como podria esperarse por su accion progestacionl. Si asi fuera, se deplecio-
naria del tipo mas primitivo de célula blanco al compartimiento sensible a la accion del carcinégeno,
y asi, cuando la hormona actia sobre la glandula durante un cierto tiempo aparecerian lesiones sin el
fenotipo metapldsico y la inversa ocurriria cuando media muy poco tiempo entre la inyeccién de la

hormona y del carcindgeno.
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En modelos de carcinogénesis puramente hormonal que nuestro grupo ha estudiado previamente,
han surgido también carcinomas que hemos caracterizado como de tipo lobulillar (Kordon E. y col,,
1993). Sin embargo estos carcinomas lobulillares constituyen lesiones de morfologia mas homogénea
que los tumores de MNU no encontrando metaplasia pavimentosa ni estadios embrionarios. De todos
modos todos los carcinomas lobulillares comparten algunas caracteristicas bioldgicas, como por ejemplo
la ausencia de cantidades ssignificativas de RP y RE y la consiguiente falta de hormono-dependencia,

a diferencia de los carcinomas ductales.

Recientemente se ha descripto la presencia de MMTYV infectivo que no es caracteristico de 1a cepa
BALB/c (Goldman A. y col., 1994). El hecho de que el grupo de Nandi haya obtenido resultados muy
similares a los nuestros también en BALB/c, sugiere que estos virus no estarian comprometidos. De
todos modos nosotros hemos postulado en trabajos previos que la progesterona induce después de una
larga latencia tumores lobulillares semejantes a los que se obtienen con baja incidencia en multiparas,
sugiriendo que la progesterona de la prefiez podria ser responsable de la aparicion de estos tumores
(Kordon E. y col., 1993). El rol de los MMTYV en la carcinogénesis por progestageno merece ser mas

investigado.

Un hallazgo colateral interesante en este modelo es que la combinaciéon MNU + MPA se comporta
como carcindgeno uterino, induciendo lesiones preneoplasicas y carcinomas de endometrio. Teniendo
en cuenta la escasez de modelos experimentales de carcinoma de endometrio (Niwa K. y col., 1991;
Newbold R. y col., 1992; McLachlan J. y col., 1992) este hallazgo es muy interesante y merece ser
estudiado. Los autores que han trabajado en glindula mamaria y MNU tampoco mencionan los efectos
de este agente en el utero. Nosotros habiamos ya demostrado que MPA por si mismo era capaz de
inducir diferenciacion decidual (Molinolo A.A., 1987). Estas células proliferan para constituir primero
lesiones hiperplasicas, en general perivasculares, y luego un tumor que suele experimentar
diferenciacién vascular, y eventual necrosis. Las células que constituyen estos tumores tienen un tipico
aspecto decidual, con citoplasma amplio y eosinéfilo y micleo ovoide, en general con un nucléolo. En
los tumores mas grandes muchas de estas células adquieren un aspecto francamente atipico; los nicleos
son voluminosos y oscuros, muestran escotaduras y desaparece el nucléolo. Sin embargo, a pesar de
la morfologia, estos deciduomas son de comportamieno bioldgico benigno; nunca invaden tejidos

adyacentes ni dan metéstasis y su crecimiento es aparentemente autolimitado. Sin embargo nunca hemos
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visto que MPA produzca lesiones epiteliales, de hecho no las produjo en este experimento, y tampoco
la administracion de MNU sélo, indujo lesiones uterinas significativas. Lo primero que esto sugiere es
que ambas sustancias son cocarcindgenos, y partiendo de los efectos conocidos de ambas drogas,
pareceria plausible que MNU fuera iniciador y MPA promotor. Sin embargo es probable que los
efectos sean algo mds complejo que estos, ya que, por ejemplo, observamos un alto porcentaje de
tumores en el grupo en el cual el MPA fue eliminado y el MNU inyectado una vez que los animales
comenzaron a ciclar, lo cual indica que cualquiera sea la accion de MPA no es necesaria su presencia
constante; este patrén de comportamiento no se ajusta exactamente a lo que uno espera de un promotor.
El ovario, al igual que en la carcinogénesis mamaria juega un rol preponderante, y no se observaron
carcinomas endometriales en los animales ovx; el estimulo hormonal suplido por MPA no fue en este
caso capaz de suplantar la accion ovdrica. Como ya se menciond anteriomrnte se le han atribuido a
MNU efectos estrogénicos en el ttero, sin embargo estudios preliminares no han mostrado cambios en
los ciclos estrales en ratones tratados con MNU. Curiosamente en los grupos experimentales donde el
tratamiento de MPA fue constante y 1 semana anterior al MNU se observd casi ausencia de hiperlasias
epitliales uterinas a diferencia de aquellos grupos donde el tratamiento con MPA empezd 2 meses antes.
En estos mismos grupos también habiamos notado una diferencia de patrén morfoldgico en la glandula

mamaria segin el MPA se habia inoculado una semana o 2 meses antes del MNU.

Otro hallazgo que merece ser mencionado es el hecho que el porcentaje de leucemias es mucho
menor en los animales tratados con MPA (antes que MNU) y MNU que en los tratados con MNU solo.
Resultados similares fueron obtenidos por el grupo de Nandi, ellos demuestran un menor nimero de
leucemias en los ratones que llevan transplantes de hipofisis en la cdpsula renal(Guzman R.y col,,

1992).

Con respecto a otros tumores obtenidos no hubo ningtn resultado muy llamativo. Todos lo ratones
tratados con MNU presentaron adenomas pulmonares independientemente de los tratamientos
hormonales, siendo ésta una caracteritica del MNU (Lijinski W. Reuben M., 1988). Los otros tumores

ocasionalmente encontrados no mostraron peculiariedades distintivas.

Por dltimo, teniendo en cuenta que hay trabajos que le atribuyen al MPA un efecto
inmunosupresor (Turcotte J. y col, 1968) y siendo los tumores inducidos por MNU y MNU + MPA
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medianamente inmunogénicos, resultaba imprescindible descartar la posibilidad que los animales
tratados con MNU y MPA tuvieran una mayor incidencia, no por el efecto promotor del MPA sino
porque tumores con mayor grado de inmunogenicidad tendrian hipotéticamente mayor probabilidad de
surgir en estos animales que en otros con un sistema inmunoldgico normal capaz de eliminar estas
posibles células neopldsicas. Estas premisas son puramente hipotéticas ya que no estd demostrado que
haya mayor incidencia de tumores de mama en animales inmunosuprimidos y ademas se ha demostrado
la capacidad transformante de estos agentes in vitro; sin embargo el rol del sistema inmune en el

desarrollo de los tumores ha sido un tema de gran controversia (Welsch C.W., 1985).

Se evalud la respuesta inmune humoral y celular inoculando como antigenos globulos rojos de
carnero. Si bien por datos bibliograficos (Nagarkatti M. y col., 1989) esperdbamos encontrarnos que
los ratones tratados con MNU estaban inmunosuprimidos, no esperabamos encontrar una inmuno-
estimulacion tan marcada de la respuesta humoral por MPA, incluso capaz de revertir los efectos
inhibitorios del MNU. Estos resultados remedan los obtenidos con la comparacion de pesos de los
animales donde se observo que el MPA también era capaz de revertir el descenso de peso inducido por
MNU. Se ha visto que cuando se tratan pacientes oncoldgicos con drogas citotoxicas, el MPA ejerceria
un efecto mieloprotector lo cual se traduce en un mejor estado general de los pacientes (Amadori D.
y col., 1992). Se desconoce el mecanismo por el cual el MPA ejerce este efecto, pero una hipétesis es
que induce un arresto de las células hematopoyéticas de modo que no son tan sensibles a la accion de

los agentes citotoxicos (Wander H. y col., 1983).

Este efecto tan marcado del MPA nos llevo a pensar que se podia tratar de un efecto adyuvante
del excipiente, pero la administracion de MPA en forma de pellets de silastic induce también una
inmunoestimulaciéon semejante. También dmostramos que un antiprogestageno (onaP) es capaz de
revertir el efecto inmuoestimulador del MPA ratificando asi el efecto hormonal del MPA involucrado
en este fendmeno. Curiosamente en la respueta primaria el onaP indujo por si mismo una
inmunodepresion que ya no fue evidente al medir la respuesta secundaria. La administracion de onaP
junto con MPA revirtio el efecto de MPA. La onaP es un antiprogestageno el cual se potula que inhibe
la union del complejo hormona-receptor al DNA (Horwitz K., 1993). No hemos encontrado datos

bibliograficos acerca de que la onaP fuera un agente inmunosupresor. Los resultados obtenidos en la
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evaluacion de la respuesta celular indicaron no haber diferencias entre los grupos que merecieran mayor
atencion. Estos resultados, por un lado confirman el efecto promotor del MPA y por otro lado abren
una nueva linea de trabajo que seria investigar cudles son los mecanismos involucrados en la

inmunoestimulacion por MPA.

En resumen, creemos que el modelo experimental de cocarcinogénesis de MPA y MNU que
hemos desarrollado, resulta una herramienta de valor para el estudio de la modulacion hormonal

en el proceso carcinogénico.



CONCLUSIONES

MNU y MPA se comportan como cocarcinégenos en la glandula mamaria de
ratones hembra BALB/c y completan las dos etapas clasicas de la carcinogéne-

SiS:

* Iniciacion: El carcinégeno quimico MNU en una dosis unica i.p de 50

mg/kg se comporta exclusivamente como iniciador.

* Promocion:  El progestdgeno MPA administrado en forma continua a la se-

mana del MNU actiia como promotor tumoral.

El MPA podria actuar como agente permisivo, favoreciendo el proceso de ini-

ciacion.

Las glandulas salivares modulan la accién carcinogénica de MNU y/o MPA.
Esto sugiere un probable efecto promotor del EGF o de otro agente derivado

de estas glandulas.

Es indispensable la presencia de ovarios funcionantes para que el MNU pueda
iniciar la glandula mamaria. Sin embargo, el MPA puede reemplazar el efecto

de los ovarios.

Los tumores inducidos por MNU y/o MPA son morfolégica y biolégicamente
diferentes a los inducidos exclusivamente por MPA en el modelo previamente
descripto en nuestro laboratorio: son adenocarcinomas lobulillares de comporta-

miento auténomo (hormono-independientes) con grados variables de metaplasia
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pavimentosa y corta latencia, que no expresan RE o RP, mientras que los indu-
cidos por MPA son carcinomas ductales, de larga latencia, hormono-dependien-

tes que expresan niveles altos de RP y RE.

Nuestros resultados indican que en este modelo, las modificaciones cuali y
cuantitativas de la relacion iniciador/promotor (nimero de dosis, duracién del
efecto hormonal), tienen una profunda influencia en la morfologia de las lesio-

cnes originadas.
® Hemos caracterizado parcialmente lesiones endometriales premalignaas y ma-

lignas que aparecen en animales tratados con MPA + MNU lo que sugieren

que estos compuestos son también cocarcinégenos uterinos.

@® E! MPA inhibe cen el efecto leucemogénico del MNU.

@® MPA ejerce un efecto inmunoestimulador.

Los resultados aqui presentados indican que el MPA ejerceria un rol promotor
en érganos regulados hormonalmente siendo diferente su papel en la mama que en
el itero. Hemos disefiado un modelo experimental en el cual se pueden disecar con

certeza los dos pasos clésicos de la carcinogénesis mamaria.
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