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Resumen En este trabajo se revisan las caracteristicas esenciales del modelo experi-

mental de carcinogénesis mamaria que hemos desarrollado en nuestro labo-
ratoric administrando progestdgenocs a raiones hembra virgenes BALB/c. Se describen
las caracteristicas principales de los tumores inducidos en cuante a merfologia, expre-
sidn de receplores de estrogenos (RE) y de progesterona (RP), hormono-dependencia y
expresion de receptores de factor de crecimiento epidérmico (R-EGF). Se presentan evi-
dencias donde se demuesira que el acetato de medroxiprogesterona (MPA) tiene efec-
tos indirectos como ser la sintesis de EGF en glandula salival que participaria en la
carcinogénesis mamaria junto con MPA. Revisamos resultados donde se evidencian elec-
tos mitogénicos del MPA sobre cultivos primarios de tumores de crecimiento progestageno
dependiente (PD) mediados a través de RP. Los antiprogestagenos inhiben no sdlo la
proliferacién inducida por MPA sino que también inhiben la proliferacién en los grupos
controles, lo que nos hizo hipotetizar acerca de la posibilidad de induccion de prolifera-
citn por ligandos no esteroideos que usarian la via de RP. Demostramos que tumores
ductales con aparente autonomia de crecimiento, que expresan altos niveles de RE y
RP, retrogradan con tratamiento con antiprogestdgenos lo que implicaria que lanto los
tumares PD como sus variantes independientas utilizarian la via de RP para crecer. Pre-
senlamos evidencias de que tumores que retrogradan se pueden hacer resistentes al tra-
lamiento hormonal y que este fenémeno puede ser reversible. Las similitudes entre los
lumores obtenidos con este modelo y el cancer de mama humano, en lo que respecla a
las caracteristicas morfologicas, evolucion y a la regulacion del control de crecimiento
hacen de esle modelo una harramienta Gtil para explorar los mecanismos relacionados
con la adquisicidn de la hormono-independencia.
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A partir de 1984, nuestro grupo de trabajo ha
desarrollado y caracterizado una serie de mode-
los experimentales de induccion de adenccar-
cinomas mamarios en ratones BALB/c mediante
la administracién exclusiva de los progestagenos
acetato de medroxiprogesterona (MPA)'™ o pro-
gestarona (Pg)', o bien de la administracion con-
comitante de MPA con un carcindgeno quimico
como la nitrosometilurea (MNU)® (Fig. 1).

Tumores inducidos por MPA

Los tumores originados en ratones tratados
pxclusivamente con MPA son en su mayoria
carcinomas ductales (Fig. 2) gue expresan altos
niveles de receptores de estrogenos (RE) y de
progesterona (RP) y niveles no detectables de re-
ceptores de factores de crecimiento epidérmico
(A-EGF). En pasajes singeneicos, tienen un com-
poramiento  progestdgena-dependiente (PD)
(MPA o progesterona-dependientes) (Fig. 3). Es-
tos tumaores, mantenidos por pasajes seriados en
ratones tratados con MPA, dan melastasis en
pulmén y en el ganglio axilar homolateral (Fig. 4)
Por distintos métodos, esencialmente por pasa-
jes sucesivos en animales sin tratar (Fig. 5), pu-
dimos seleccionar variantes capaces de crecer sin

AE+. AP+, PO, R-EGF(-)
carcinomas duclales

MPA

carcinomas lobulillares

RE+/-, AP+, PL A-EGF(+)

Espontaneos MPA + MNU
Fig. 1.— Induccion de adenocarcinomas mamaros en ra-

tones hembras BALB/c, MPA: se adminisira como dro-
ga depol sc, 40 mg cada 3 meses durante un ano o
hien se implanta cada & meses un pellet de silastic
conteniendn 40 mg de la hormona. La latencia de apa-
ficicn de los tumores es mayer al afio. Fgr 58 admi-
nistra @n pellets de silastic de 40 mg cada & meses
La latencia de aparicion de los lumores es mayor al
afn. MNL Se administra sc, en dosis da 50 mghg de
peso, una semana después o antes de MPA segun
protocolo. Los tumoras tienen una latencia de apan
cidn de 7 meses aproximadamente
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Fig. 2.- Lesiones ductales. La higura muestra conductos

dilatados con crecimiento intraductal paplar o
cribiforme. En areas existe invasion del estroma (fle
cha). Inserto: Carcinoma ductal invasor con morfolo-
gia cribitarme con estroma fibroblastico, Las areas
blancas penturnarales son artefactas por a fijacién en
aleohol. Hematoxilina-eosina, 1258w Insarta: 40x.

el aporte exdgeno de progestagenos, por lo que
se las ha denominado progestigenc-independien-
te (PI)

En menar proporcion, el MPA induce tambien
tumores de tipo lobulillar (Fig. 6). Estos tumores
no expresan receptores hormonales, o si los ex-
presan los pierden durante los primeros pasajes.
Si expresan, en cambio, receptores para EGF. 5i
bien algunos son hormono-respondedares en los
primeros pasajes, luego se hacen completamen-
te auténomos o Pl (Fig. 3). La histologia de es-
tos tumores presenta similitudes con los
carcinomas mamarios que surgen espontanea.
mente en hembras multiparas BALB/c.

Cada una de las lesiones lumorales descrniptas
{ductales y lobulillares) esta precedida por alte-
raciones morologicas particulares, comparables
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Cracimiento tumoral de adenocarcinomas mamanos ductales y lobulilares en presencia o ausencia de MPA.

Los tumores son transplantados (10* células tumorales sc) en ratones hambras ovanectomizados o controles, lra-
tadas o no con 40 mg de MPA. Los lumores ductales no crecen en ralones adrenalectomizados y ovaneciomizados

a las lesiones preneopldsicas del cancer de
mama humano. Estas lesiones son lo suficiente-
mente aspecificas como para poder predacir a
qué tipo de neoplasia daran origen. En la Fig. 7
se muestran las alteraciones mas lipicas de es-
tas lesiones preneoplasicas, junto con un esque-
ma para mayor claridad.

En la Tabla 1 se resumen las principales ca-
racteristicas de los tumores ductales y lobulillares.

Modulacion de la induccién de
adenoccarcinomas mamarios

Tanto la sialoadenectomia’™ como la ovariec-
tomia previas al tratamiento con MPA, disminu-
yen significativamente la incidencia tumoral. Los
tumoras inducidos muestran los mismos patrones
histolégicos y bicldgicos de los tumores que apa-
recen en animales no operados (Fig. 8). La
sialoadenectomia y la ovariectomia se asocian a
una disminucion evidente de la hiperplasia
mamaria ductal inducida por la hormona. Resul-
fa interesanle que adn en animales ovariecto-
mizados, con niveles no detectables de aestro-
genos séricos, la gldndula mamaria es capaz de
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responder a progestagencs. Estoe sugiere: a) la
presencia de AP no inducibles por estrégenos,
posibilidad ya propuesta por Haslam y col.® y b)
la posibilidad de que factores indirectos aclien en
la gldndula mamaria reemplazando el rol de los
estrégenos. Teniendo an cuenta que la sialoade-
nectomia inhibe la incidencia de tumores induci-
dos por MPA y que éste, interactua con recepto-
res de androgenos en la glandula salival inducien-
do la sintesis de EGF®, dosamos los niveles de
EGF sérico en ralones tratados con hormona y
encontramos niveles muy elevados (3-100ng/ml
vs 1ng/ml en controles), sorpresivamente, estos
niveles se hacian evidenles solo después dal pri-
mer mes de tratamiento. Estos cambios no se
observaron en ratones sialoadenectomizados tra-
tados con MPA. Hemos demostrado que la ad-
ministracion exdgena de EGF (5 pg/36 h durante
45 dias) a ratones sialoadenectomizados tratados
con MPA restaura el fenctipo caracteristico de la
glandula mamaria correspondiente a ratones tra-
tados con MPA [manuscrito enviado para su con-
sideracion). Estos resultados sugieren la partici-
pacién del EGF endocrino en la carcinogénesis
mamaria por MPA.
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Celu-

Metastasis pulmonar del carcinoma C7H
las neoplasicas p':--l‘:—er:—]:'d-_' en el tejide pulmonar. Se
e edema y enfisema. Hamatoxiling-

Tumeores inducidos por Pg

La Pg también induce adenccarcinomas
mamarios en ratones BALB/c, la mayaria de ellos
de lobulillar, precedidos por |esiones

de estirpe
del lobulille, sin compromiso

preneoplasicas

ductal®, {Fig. ). Es importante enfatizar gque, in-
dependientemente de la hormona inductora. los

tumaores lobulillares y ductales mantienen los pa

trones bioldgicos de crecimiento y expresion de

receplores

Tumores de mama espontaneos de
BALB/c

ntaneos de hembras multi-

paras, asi ma , preneoplasicas son
de estirpe lobulillar, Estos resultados sugieren que
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la progesterona elevada en la prenez podria ju
gar un rol importante en la induccion de tumores
mamarios. Se ha reportado recientemente que los
ratones BALB/c de la colonia de la Academia
Macional de Medicina estan infectados con

diferentes del del
murno (MMTV)'®, Desconocemos s £s51as vanan-
tes estaban presentes en 1984 cuando
nuestros experimentos en ¢
MNos encantramos ach
Zando un nuUevo ens wn de carcino
MPA, para el cual hemos
¢ provenientes de atra colonia.

dos

VIFUS fumor mamario

> Inicia-

i

ron
hormaonal

il

tlizado 10

analizados hasta la fecha sugieren una d“f:i Inci
dencia de carcinomas
ductales. Si bien no se ha completado la carac-
terizacion de todos estos tumores, los datos su
gieren que esta vanante especifica de MMTV no
estaria directamente involucrada en la induce
de adenocarcinomas ductales PD

Argumentos a favor del potencia CAarcinogenico
independiente del MPA son: a) el MPA tambign
induce neoplasias mamarias en perros’’ y |
rece la carcinogénesis en otros modelos'
tumores espontaneos de multiparas inducidos por
MMTV en BALB/c tienen un comportamiento bio
logico y marcadores bioguimicos diferentes a la
mayaria de los inducidos por MPA, ¢ en el mo-
mento actual con una dosis unica de MPA se
obtienen tumores moltiples de tipo lobulillar an-
tes del ano mientras que en los expenmentos
realizados con anternoridad a 1990 esta dosis
unica no inducia tumaores

mamanaos tumores

avo-
, b} los

Lineamiento general del trabajo del
grupo
distintas etapas de la avolucion
grupo. nuestros intereses han ido cambiando
W nuestro T’ﬂhﬁp’f enfocanc

pectos del modelo. A o largo de los anos hemos

de nues-

tro

ce en diferentes as-

aspectos de delo, su

sSquilendao

ido caraclenzando vanos
morfologia y su bio

mo

ogia a veces las

necesidades impuestas jetivos del mo-
mento y olras la simple an de la curig
sidad. Gradualmente, a medida que luimos aprer

diendo a manipular distintos factores gue regu-

lan el comportamiento de nuestros lumores n
vivo e in vitro, nuestros intereses se fueron foca-
lizando en los mecanismos relacionados con @
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Tabla 1. Caracteristicas morfolégicas y biolégicas de los carcinomas
lobulillares y ductales.

| CTALES CARCINOMAS LOBULILLARES
MPA, ocasionaimente Pg Pg. MMNL, espontdneos, ocasional-
mants MPA.
= RAP: 50 - 1000 fmolimg profedna. « RP: 0 - 100 fmolfmg proteina.
Receptores |« AE: 20 - 200 fmolimg proteina. |« AE: 0 - 50 fmol'mg proteing,
Hormonales La sxpresicn de recepiones & La expresidn de recepfonss 58 piéne
AVIHIENS &7 PASEISS singensicas | an -
R-EGF Mo detectables. Niveles siempre > de 5 fmol'mg
R-Prolactina Entre 6 y 32 fmalmg protedna. Entre 9 y 33 fmol'mg proteina.
| Preneoplasias | Hiperplasias ductales, Hiperplasias lobulillares.
* Progestdgenc-depandientes.
5o pueden oniginar varianies pro
gestadgenc-ndependenies «No incrementan su crecimianto an
Sensibilidad | = RAelrogradan con esirdgencs y | respuasta a los progestagenos.
a anliprogesi&gens.
hormonas Se pueden originar varianfes in- |« Mo retrogradan en respuesta a es-
Sanibigs 4 Gslruigenos. trégenacs o antiprogestigencs.
Toudas las varnanles consenan los
RPy RE.
Crecimiente | Crecmignto lento. Crecimsanto rapsdo.
in wive Sobrevida > de 2 meses. Sobrevida < 2 meses.
Crecimianto Crpancordes; los fibroblastos in- COrganoides; Células epiteliales con
in witrg terfieren con o cracimiento epi- alta velocidad de crecimeento, sin
telial. inerfgrencia por fibroblastos.
Abundante. fibrobldstico, poca| Escaso, fibrobléstico, necrosis, po-
Estroma necrosis, infiltracidn linfomono- | ca infiltracién celular.
citaria e histiocitaria.
Ganglios regionales, pulman, Mo, an tumnores inducidos por Py
Metistasis higada. Fulmonares en tumoras esportd-
nes en multiparas
lineas
tumorales PI

/ s/MPA

BALB/c con
carcinoma

de mama ¥ s/MPA

lineas tumorales PD

g - __
c/MPA \

e/MPA |

Fig. 5.— Obtencién de lineas tumorales PD y Pl. Se transplanta el tumor primario a dos ratones tratados con MPA (20
mg depot, sc, contralateral al transplante tumoral) y a dos ratones sin tratar. Los tumores ductales crecen solo en
los tratados con MPA durante los primaros 2-3 meses de seguimiento. Cuando el tumaor alcanza un tamafio aproxi-
madao de 10-15 mm de didmetro, se transplanta a otros dos ratones tratados o no con MPA ¥ asi sucesivaments,
controlando la hormono-dependencia, es decir qgue el tumor no crezca durante dos meses en los ralones sin tra-
tar. Para seleccionar una varianta Pl, sa espera hasta que empiece a crecer un tumor en los animales sin tratar ¥
se |o transplanta a animales sin tratar y asi sucesivamante.
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Fig. 6 =1L

esionas lobulillares, E! carcinoma lobulilar esla
censtituido por celulas poligonales qua diferencian lo-
bulas i”EIgL.ﬂEl"E.'S El estroma es POCD CONSpICUD. In-
serto: Lesion preneoplasica lobulillar; las células pro-
literan rellenando las estructuras acinares. Hemalo-
¥ilina-gosing, 125x. Insério: 40x

control del crecimiento, la dependencia hormonal
y la reversibilidad de este fendomeno,

Progesterona como hormona mamaria
proliferativa

A partir de las primitivas observaciones de
Beatson en 1896'" quien describié las influencias
ovdricas como causa primarnia en el control del
crecimiento en el cancer de mama, se han iden-
tificado distintos factores endocrinos capaces de
regular la proliferacion celular en eslos lumores,
en especial las hormonas esteroides y los facto-
res de crecimiento™, Tradicionalmente se ha atri-

&0
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buido a los estrogenos el papel inductar de la
proliferacion, mientras que se han considerado a
los progestégenus hormonas esencialmente
diferenciadoras, una extrapolacidon de sus efec-
tos en el endometrio™, Sin embargo, utiizando
modelos de carcinogénesis quimica, se ha de-
moslrado en que tanto estrogenos como proges-
tagenos son capaceés de aumentar la incidencia
tumoral y acortar la latencia de los tumares, y
existen actualmente numerosas evidencias clini-
cas y experimeniales que sugieren un rol
proliferativo activo para los progestagenos™ ' A
pesar del hecho de que en distintos modelos in
vitro utilizando lineas celulares, los progestagenos
inhiben el crecimiento celular epitelial, existe una
evidente contradiccidn entre estos efectos
inhibitorios, vy la estimulacion que estas hormo-
nas inducen sobre la sintesis de factores de cre-
cimiento proliferativas y sus receptores'* En
cierlas lineas como T470, los progestagenos
cubren todo el espectro de posibles acciones
sobre la proliferacion celular, es decir inhibiendo,
estimulando o careciende de efectos evidentes
Para aumentar aun mas la confusion, se ha
descripto que, en presencia de estrogenos. 10s
progestagencs tienen electo inhibiterio, pero se
comportan como eslimulatorios en presencia de
5% de SFB adsorbido ¢on carbon (ch)'™ ™

De estos datos se puede rescatar la posibili-
dad de que el efecto estimulatono de los proges-
tagenos sea sensible a la presencia de olros
astaroides y/o faclores de crecimiento

Cuando se analizan las modificacionas que
sufre el epitelio mamario normal como respuesta
a las vanaciones hormonales del cicle sexual,
tantc en humanos como en raton se observa que
el pico proliterative coincide con la fase proges-
tacional™ 2. Una hipotesis para explicar esta apa-
rente contradiccion entre los estudias 1 vitro con
lineas celulares tumorales y los efectos cbhsarva-
dos en la glandula mamaria normal, es gue la
accion de los progestagenos no saria direcla, y
puede estar mediada por la regulacion de otros
factores como el EGF o factores simil insulina
(IGFs). Otra posibilidad es que las progenies ce-
lulares en cultive no involucren a la poblacion
respondedora a progestagenos.

Hasta el memento no existen modelos adecua-
dos para el estudio de la regulacion normal del
epilelioc mamario; si bien se ha logrado generar
lineas celulares luego de transfeccidén con SV40
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Raton virgen sin tratar
/g )\ pezon

conductos
brotes
terminales

Tratado con Pg Tratado con MPA

ig. 7. A: Esguema representando la imagen de una glandula mamaria de una hembra virgen BALB/c v 1as imdge
nes que sa aobfienen después de tratamiento con Pg; proliferacion lobulillar que evoluciona al carcinoma v con
MPA: alteraciones en los conductos, distorsiones en el grosor, desarreglo en el angulo de bifurcaciones, brotes
paraductales lipicos e hiperplasia lobulillar, B: Montaje total de una glandula mamarna de un raton tratado con MPA

5 mesas). C: Montaje total de una glandula mamaria de un raton tratado con Pg (15 meses).

o papilloma virus, o por exposicion continua a de los receptores vy, secundariamente, a los pro
bajas concentraciones de calcio™, ninguna de cesos celulares a su vez regulados por éstos

estas lineas expresa AE o AP, Un hecho interesante, que indirectamente apo-

Una nueva posibilidad en el analisis del papel ya el rol proliferative de los progestagenos, es gue
de los receptores en la regulacion de la prolifera-  los antiprogestagenos también tienen un efecto
cion y diferenciacion celulares, surge de la induc-  inhibitorio sobre la proliteracian celular, lo cual se

cign de la expresién de estos receptores en  ha verificado en distintos modeles murinos™ y tam-
cocultivo de celulas epiteliales con fibroblastos  bién en lineas celulares tales como T47-D y MCF-
eslromales™. Este descubrimiento jerarquiza el 7, en las cuales se habia demostrado previamen-
papel del estroma tumaral en el mantenimiento del  te gue los progeslagenos eran inhibitorios®,

fenotipo neoplasico, y aporta mas datos a la Del analisis de todos los antecedentes presen-
propugsta de la existencia de mecanismos indirec-  tados surge que los progestagenos &n concen-
tos a través de los cuales se controla la expresion  traciones fisiologicas pueden jugar un rol comao
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Fig. 8.— Cofactores en la Induccion de carcinomas
mamarios. La sialoadeneclomia y la ovariectomia dis-
minuyen la incidencia de adenocarcinomas mamarios
inducidos por MPA. El MPA induce un aumento de
EGF sérico sintetizado en glandulas salivares que,
acluando conjuntamenta con el MPA, favorece la in-
duccion de adenocar-cinomas mamarios. El trofismo
de la glandula mamaria normal es mantenido por los
ovarios, lo que indirectamenta favorece la accion
carcinogénica del MPA.

estimulantes de la proliferacion en glandula
mamaria normal y neoplasica y que los estrd-
genos podrian secundariamente favorecer esta
accion induciendo la sintesis de AP. El MPA en
dosis altas se utiliza para el tratamiento del car-
cinoma de mama hormono-dependiente, y sus
efectos son comparables a los del tamoxife-
no® *, Se desconoce si estas acciones del MPA
estan mediadas o no por AP. Los estrdgenos en

Valumen 57 - Supl. I, 1997

altas concentraciones han sido también usados
con éxito, y con muchos efectos colaterales™.

En la Tabla 2 se muestra una lista de publica-
ciones que refieren incremanto de incidencia
tumoral o aumenlo de la proliferacidn celular en
respuesta a progestagenas.

Efecto directo de progestagenos sobre
las células PD

En estos (ltimos 5 anos, hemos logrado desa-
rrollar cultives primarios de diferentes tumores
ductales tanto PD como Pl, y también de carci-
nomas de estipe lobulillar, En la Fig. 9 se obser-
va el procedimiento que realizamos para obtener
cultivos enriquecidos en células epiteliales tumo-
rales o en fibroblastos estromales (Fig. 10). Los
elementos celulares morfolégicamente epiteliales
son positivos para la inmunomarcacion con cilo-
queratina, lo que confirma su origen epitelial®,

Utilizando una de las lineas tumorales
ductales, la que denominamos C4-HD demostra-
mos que el MPA o la Pg en presencia de 1-5%
de SFB ch, tienen un efecto estimulatorio sobre
la incorporacion de *H-timidina. El antiproges-
tageno mifepristona (MF) inhibe completamante
la proliferacion celular, incluso inhibe la prolifera-
cién que se obtiene en ausencia de proges-
tageno, mientras que el antiandrogenc flutamida
por el contrario, no tiene efecto sobre la prolife-
racién celular (Fig. 11). Estos resultados sugie-

TABLA 2.- Aol profiferative o carcinogénico de los progestagenos en &l tefido mamanc

(Referencias por orden cronoldgica).

Koyama etal. =

Edery et al.,.®

Simon et al, ®

Whitehead et al.,™

Imagawa et al,

Richards et al.,®

Estudios in vitro
La Pg més insulina induce desarrolio Idbule-alveslar en cultive de érganc de glandula mamaria
de ratas adultas, usando medio suplementado con suero.

La Py induce proliferacién en organoides de mama normal de rata culivados con coldgeno.

La Pg o el tamoxifeno, en concentraciones similares a las terapéuticas, estimulan sl crecimiento
an lineas de carcinomas mamarios humanos que habian recidivado bajo tratamiento con MPA o
tarmoxifeno.

La Pg es necesaria para la proliferacion celular en la linea PMCA42 de carcinoma mamario
humano. Su efecto es aditivo con E,.

La Pg tiene un efecto sinérgico con PRL en la proliferacion de células mamarias epileliales da raton.

La Pg tiene un efecto estimulatoric de la proliferacidn, sinérgico con PAL y EGF, en cultivos de
tumores mamarios de ratas F344.

B2



Manni at al. . *

Hissom et al., ™

Papa et al.,*

Modiano el al.,*

ADENOCARCINOMAS MAMARIOS POR PROGESTAGENOS

La Pg tiene un efecto estimulador de la proliferacidn de colonias, en cultivos en agar blando de
tumores mamarios en ratas inducidos por MNU.

La Pg estimula la proliferacion en células T470 de cancer de mama cultivadas con suero fetal
lbovino, depletado de esteroidas y otras moléculas de bajo peso molecular.

La Pg aumenta &l efecto estimulatorio de |a insulina de células T470D
La Pg aumenta & electo proliferativo inducido por EGF en una linea calular felina de cancer de mama

Shi at al, ' En determinados medios de cultivo la Pg tiene efectos estimulatorios sobre células Ta7D.
Estudios in vive

Loeb y Implicaron a la Pg como posible cofactor en la induccion de tumores mamarnios que se

Moskop Kirz! | obtienen por trasplantes hipofisarics en algunas cepas de ralones.

Cantarow et al ®

Huggins y Yang™

Van Mie y Thung®

Jabara®'

Brasciamn**

Sluyser y
Van Nig*

Yanai et al.,

Diamaond y
Hollander*

Concannon
etal,"

Magasawa
el al. *

Dao et al_*

Kiss et al. *

Longacre et al., ™

Robinson y
Jordan*®

Russo et al.,'"?

Dasis bajas de Pg promueven el crecimiento en tumores de rata inducidos por 2-
acetaminofluoreno.

El "ambiente progestacional” induce un aumento de la incidencla de tumares inducidos par
DMBA en ratas Sprague-Dawley.

Tumores de la capa de ratones GR gue regresan después del parto recrecen con
tratamiento combinado de estrogenos y Pg.

La Pg aumenta la incidencia de tumores de mama inducidos por DMBA en ratas Sprague-
Dawley.

La Pg estimula en ralones ovx la sintesis de DNA del epitelic ductal.

Inducen tumores de mama en ratones GH con la administracidn conjunta de astrona y Pg.

En ratones GR portadores da tumores dependientes de la prefiez, la Pg aumenta la sintesis de
DNA en el lumor y también en la mama normal.

Pg aumeanta al crecimiento del tumor trasplantable de rata MTW9,

El MPA induce carcinomas de mama en perros Beagle.

La Pg estimula la formacitn de lesiones preneoplasicas lobulillares en mama de ratones
normalas (HAN)

La Pg aumenta @l indice mitdtico en carcinomas de mama de pacientes tratados con Pg tres dias
antes de la biopsia.

En el modelo de tumores mamarios de ratdn MXT, la administracién intraperitoneal de Pg induce
un aumento del indice mitdtico 12-24 h posteriores a la inyeccion en @l tumor paro no an al utaro.

En autopsias de mujeres sin anomalias mamarias clinicas o histologicas, las milosis epiteliales
en mama se detectan entre los dias 22 a 28 dal ciclo menstrual, coincidiendo con el pico de Pg,
siendo indeteclables en otro momento del ciclo.

La administracion de Pg previena la inhibicidn inducida por tamoxifeno en el modelo de
induccidn de cdncer de mama por DMBA en ratas Sprague Dawlay.

El MPA, en ratas virgenes Sprague-Dawley, en dosis anticonceptivas no afecta el desarrollc de la
glandula mamaria y no modifica la respuesta del drgano a la administracion de DMBA. La adminis-
tracién de dosis 10 veces mayores inhiba la diterenciacion de la glandula y aumenta la

incidancia tumoral.
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Fig. 9- Cultive da tumores primarios y ensayos de proliferacion celular.

ren gque el efecto de MPA esta mediado por RP
y no por posibles receptores de andrégenos: paor
otra parte nos condujeron a hipotetizar que las
células en los cultivos en ausencia de proges-
tdgeno podrian estar creciendo ulilizando facto-
res que interactian con la via del RP.

Cuando estudiamos los efectos del agregado
exdgeno de distinlos factores de crecimiento
(EGF, IGF |, IGF ll, TGFPs y FG Fs), en presen-
cia y ausencia de progestageno, so¢lo se observo
estimulacion con FGF_ (Tabla 3). Los TGFjs, por
otra parte, demostraron ser inhibitorios,

A diferencia de lo encontrado con las células
neoplasicas, MPA carece de efectos mensurables
sobre el crecimiento de fibroblastos estromales en
cultivo, mientras todos los otros tactores ensaya-
dos, incluyendo los TGFfs, tienen efectos esti-
mulatorios.

Estos resultados descubren un complejo sis-
tema de estimulos interconectados e interdepen-
dientes, con un componente necplasico epitelial
sensible a los estimulos hormonales y un estroma

P 3 , muy sensible a los factores de crecimiento. Un
N S Vi e iy término mas de esta compleja ecuacian lo cons-
Fig. 10.— Cultivo primario de células epiteliales (A} y de  lituye el hecho de que, especiaimente en los tu-

fibroblastos estromales de C4-HD (B). Contraste de  mores duclales, el estroma es sumamente com-
fase, 250x. plejo, compuesto no sélo por una poblacién

B4
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Tabla 3. Incorporacion de *H-timidina en células
epiteliales y fibroblasticas en cultivos de C4HD

1

TIPO DE

EGF IGFs FGFs  TGFfs
CELULA 0,05-100ng/mi  1-200ng/ml  1-100ng/mi  7pg-70ng/mi
Epiteliales X & 44 v
Fibroblastos bl + bkl A
S Mifepristona
30,000
20,000
10,000
10719 M 10" M 1M 10 M
E . milopristona mifepristona
o control MPA 10" M
2000 | OH-Flutamida
7,000 |-
5,000 |-
3,000 :
1,000 |
AN\
l L L S O R " T Flu
control MPA 10* M MPA DM MPA 107 M

Fig. 11.- Efectos de mifepristona e OH-Nutarmida (Hlu) sobrae la incorporacion de *H-tmidina en cullivos de la linea Cd-
HD. Se sembrd una suspension celular [Sx10* células/mihoyo aproximadamente) en placas de 96 hoyos en DMEM-
F12 con 5% SFBeh. Luego de 48h el medio fue reemplazado con los medios experimentales (usando 5%5FBch,
octuplicados). A las 24h se reemplazd 50% del volumen por soluciones frescas y se agrego 0.2 pCi de "H-timidina
{AE BOCi/mmol) en cada hoyo. Se cosecharon las células 24 h después,

fibroblastica sumamente activa y una rica
vascularizacion, sino por un infitrado linfomo-
nocitario @ histiocitario. Todos nuestros resulta-
dos sugieren que en los tumores ductales, y pro-
bablemente en el crecimiento PD el estroma cum-
ple un rol fundamental.

El camino hacia la hormono-indepen-
dencia

Como mencionamos anteriormente, utilizando
diversos métodos, logramos seleccionar varian-

tes con capacidad de crecer sin el requerimiento
de MPA, que difieren de sus parentales PD en
que son capaces de crecer en animales
ovariectomizades y adrenalectomizados. Analiza-
mos su histologia, Kd del RE, Kd del AP y ni-
mero de receptores en 5 lineas tumorales PD con
respecto a sus variantes Pl, sin encontrar dife-
rencias significalivas.

Las siguientes constituyen hipdtesis plausibles
de los posibles mecanismos implicados en el
pasaje de la hormono-dependencia a la indepen-
dencia o autonomia:
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1. seleccion de células autonomas®'

2. activacidn constitutiva de genes "downs-
tream” del RP#

3, aumento de sensibilidad a concentraciones
muy bajas de progestageno.

4. sintesis endogena de progestagenos.

5. aparicion de mutaciones del RP®™* ¢ en las
proteinas accesorias como heai shock protein
que simulen la accion permanente de ligando™.

6. que exista una conversacién cruzada entre
vias capaces de activar al RP ==,

La reproducibilidad del fendmeno de la conver-
sign de un patrén progestageno-dependiente a uno
independiente @n nuestra modelo, hace poco plau-
sible la teoria de las mutaciones. Cuando se ino-
culan tumores PD a ratones ovx, la mayoria em-
pieza a crecer después de 7-8 meses. Todos los
tumores asi originados tienen patrones similares de
crecimiento y expresion de receptores entre si.
Este tipo de desarrollo, caracterizado por una lar-
ga latencia pareciera mas compatible con la explo-
tacion de caminos alternativos de crecimiento.

Con la idea de explorar la posibilidad de que
los AP estén invelucrados en el crecimiento au-
ténomo, se trataron animales con antiproges-
tagenos teniendo en cuenta que se mantiene la
expresion de estos receptores alin cuando apa-
rentemente los tumores no requieren de la hor-
mona para crecer. Los resultados demostraron
que los antiprogestagenos inducen regresion
tumaoral en ratones portadores de tumores P, a
igual que el 17-f-estradiol mientras que la
flutamida (an-tiandrégeno) no medificod el creci-
miento tumoral. Esto sugiere la posibilidad de que
los RP estén involucrados en el crecimiento
tumoral y descartaria la activacion constitutiva del
RP. Se ha sugerido que algunos antiproges-
tagenos podrian tener actividad anti-tumoral per
se. La inhibicién especifica de la actividad de los
AP puede lograrse a través de la supresién de
su sintesis mediante el uso de secuencias
"antisense". Tenemos experimentos en marcha
utilizando esta tecnologia, para confirmar el rol de
los RP en el crecimiento PI.

Se estudiaron las caracteristicas de los RP ex-
presados en tumores dependientes e independien-
les, con la idea de que los tumores independien-
tes pudieran expresar receptores con mayor afini-
dad, més sensibles a concentraciones fisiolégicas
de progesterona pero no se encontraron diferen-
cias ni en el Kd ni en el nimero de receptores.
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La posibilidad gue se activen vias metabdlicas
que aumenten la sintesis endogena de pro-
gestdgenos pareceria atractiva, sin embargo,
hemos dosado niveles de progesterona en tumo-
res PD y Pl sin encontrar diferencia alguna. Nos
queda por Gltimo la posibilidad de que aparezcan
mutaciones en el receptor de progeslerona que
permitan su activacion, aln en ausencia de ligan-
do. Esta posibilidad tampoco nos parece muy
plausible por a) la misma razdn que expusimos
en el primer caso y b) los parametros hasta el
momento estudiados son muy similares en am-
bos tipos de receptores. La posibilidad de gue
otros factores sean necesarios ademas de la
progesterona para activar el crecimiento parece
bastante probable y postulamos que éstos aclua-
rian a través del RP. Apoyando esta hipdlesis
hemos demostrado que el crecimiento in vitro PO
puede ser reemplazado por agregado de suero
y que esta estimulacion es inhibida en forma es-
pecifica por antiprogestagenos.

En la transicion a la hormono-independencia
las células con una ventaja adaptativa para
fosforilarse o responder a otros estimulos crece-
rian mejor en ausencia de hormona tratica.

Resistencia al tratamiento hormonal

Estos tumores ductales PD o Pl son inhibibles
por estrogenos y a partir de ellos pueden
generarse lineas resistentes a la inhibicidn
estrogénica, a los que llamamos estragenos re-
sistentes, capaces de crecer tanlo en ausencia
como en presencia de estrégenos. En algunos
experimentos demostramos que despues de va-
rios pasajes en animales sin estrogenos, estas li-
neas tumorales resistentes son capaces de recu-
perar la sensibilidad a estrégenos (Fig. 12). Las
principales causas de resistencia a tratamientos
hormonales han sido recientemente resumidas
por Levin et al.*”. Los resultados obtenidos en
nuestro laboratorio sugieren la existencia de me-
canismos regulatorios epigenéticos, cuya com-
prensidn llevaria a un aprovechamiento mas ven-
tajoso de la terapia hormonal en el céncer,

En conclusién, hemos desarrollade un medelo
experimental de carcinogénesis mamaria en el
ratén cuyas caracteristicas mas sobresalientes
son; cubren el espectro morfolégico caracteristico
de las lesiones humanas, son tumores metas-
tasicos vy desde el punto de vista bioldgico se cu-
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transplantes tumorales

ED > ED » EDwe

sublinea
resistente

Fig. 12.— Reversibilidad de la resistencia hormonal. La sublinea BET-R se mantiene por pasajes seriados &n ratones
implantados con un pellet de E,. Para verificar la reversibilidad de la estrégenco-resistencia se transplanta unc de
astos tumaores a dos ratenes sin tratar y a dos tratados con E,. Para el pasaje siguiente se slige uno da los tuma-
res crecidos &n un animal no tratado y asi sucesivaments, hasta venficar que los tumores dejen de crecer en los

ratones tratados con E,.

‘bren todas las etapas: lesiones preneopldsicas,
hormono-dependientes, hormono-independientes
¥ por ultimo, resistentes al tratamiento antihormo-
nal.
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Summary

Progestin-induced mammary adenocarcinomas
in BALB/c mice. Progression from hormone-
dependent to autonomous tumors

We have developed an experimental model in
which the administration of progestins induces
mammary tumors in female virgin BALB/c mice.
In this paper we review the morphological and
biclogical features of progestin-induced tumors,
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such as estrogen receptor (ER) and progesterone
receptor (PR) patterns of expression, hormone
dependence and epidermal growth factor recep-
tars (EGF-R) We also examine our data concemn-
ing the systemic effects of medroxyprogesterone
acelate (MPA) as regards its stimulating EGF syn-
thesis in salivary glands and its subsequent in-
crease in serum. This growth factor seems to play
an important role in the induction of mammary
tumors, Direct MPA proliferative effects mediated
by PR were demonstrated using primary cultures
of progestin-dependent (PD) mammary tumors,
Antiprogestins inhibited cell growth beyond con-
trol values, suggesting that PR are involved in cell
proliferation even in the absence of the ligand.
Progesterone-independent (Pl) tumors expressing
high levels of PR and ER are also inhibited by
estrogen or antiprogestin treatment, suggesting
that PR are involved in the control of autonomous
tumor growth. Estrogen-resistant varianis may be
selected which may revert to an estrogen-sensi-
tive phenolype after several transplants in un-
Ireated mice. The similarities between the tumors
obtained with this model and human breast can-
cer as regards morphological features, evolution
and the regulation of growth control converts this
model into a useful tool to explore the mechanisms
related with acquisition of hormone independence
and autonomous tumor growth.
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