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FACTORES DE CRECIMIENTO Y ONCOGENES EN ADENOCARCINOMAS MAMARIOS

INDUCIDOS POR ACETATO DE MEDROXYPROGESTERONA EN RATONES BALB/c
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Resumen Hemos estudiado la participacion de los factores de crecimiento (GF), sus

receplores (GF-R) y de oncogenes en la proliferacién de adenocarcinomas
mamarios inducidos por acetato de medroxyprogesterona en ratones Balb/c. Dentro de
los GFs mitogénicos en cancer de mama se encuentra la familia de factores de creci-
miento semejante a la insulina (IGF). Tanto los ligandos de esta familia (IGF-I, 11} como
los dos tipos de receptores (IGF-RI, IGF-RII) estan presentes en las lineas hormono-de-
pendientes (MPA-D) e independientes (MPA-I). La transicion hacia la hormono-indepen-
dencia se asocia con un aumento en la expresion de IGF-Il y con una disminucién en el
numero de IGF-RIl. Blogueando la expresidn endégena de |GF-RI con oligodeoxi-
nucledtidos antisense, en cultivos primarios de lineas MPA-D, hemos demostrado que
IGF actian como reguladores autocrinos/intracrinos de la proliferacién mediada por MFA.
Otra familia estimulatoria del crecimiente en tumores mamarios es la de las heregulinas
{HRG), que reconocen como receptores de membrana los oncogenes c-arbB3/c-arB4.
Hemos demostrado gue sdlo las lineas de histologia ductal expresan HRG y que en los
tumores hormono-dependientes, MPA induce un significativo aumento en la expresion de
HAG. Finalmente, encontramos que los efectos proliferativos de MPA in vivo estan aso-
ciados a la inhibicién de la expresion del factor de transformacion p1 (TGF-fi1), que ac-
tia in vitro como un potente inhibidor del crecimiento de células epiteliales malignas de
los tumores de este modelo experimental.
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Los factores de crecimiento (GF) constituyen
un grupo de polipéptidos que participan tanto en
la regulacion de la proliferacién como en la dife-
renciacién celular. La unién de GF con recepto-
res de membrana especificos inicia una cascada
de respuestas celulares que involucran una se-
rie de proteinas ademas del GF y su receptor
(GF-R)™*,
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Entre las neoplasias malignas, el cancer de
mama constituye un meodelo extraordinariamen-
te atractive para el estudio del rol de los GF en
el proceso de transformacion maligna. En efec-
to, es una de las pocas neoplasias en las cuales
esta definitivamente comprobada la regulacion
hormonal. Las hormonas sistémicas regulan a su
vez la produccidn local de GF en la glandula
marmaria. Estos GF pueden actuar como i)
autocrinos (o intracrinos), actdan sobre la misma
célula que los sintetiza a través de receplores de
superficie o intracelulares, 4% paracrinos, actuan
uniéndose a receptores presentes en células
proximas a las que los sinletizan y, iii} yuxta-
crinos, permanecen anclades an la membrana de



la célula que los sintetiza y ejercen su accidn bio-
ldgica uniéndose a receplores presentes en ce-
lulas vecinas® &,

Se ha demostrado claramente que alguna de
las respuestas proliferativas inducidas por
estrogenos en células epiteliales mamarias nor-
males y neoplasicas, estan mediadas por GF
cuya sintesis es inducida por estrégenos. Sin
embargo, la relacion entre la regulacion por
progestagencs de la expresion de GF y los efec-
tas proliferativos de los progestagenos, sobre
células de cancer de mama, no ha sido comple-
tamente dilucidada. En carcinomas mamarios,
también se han observado miltiples alteraciones
tanto en la expresion (a nivel mRNA y proteina)
como en el genoma de distintos oncogenes, al-
gunos de los cuales codifican para GF o sus re-
caploras® &,

Nosolros postulamos que los progestagenos
también pueden controlar la produccion de GF y
que sus efectos proliferativos en el modelo ex-
perimental de adenocarcinomas mamarios in-
ducidos por acetato de medroxiprogestercna
(MPA)" '?, estdn mediados por GF actuando en
forma autocrina, intracrina y paracrina,

La mayoria de los factores de crecimiento im-
plicades en el desarrollo del cancer de mama son
polipéptidos mitogénicos tales como el factor de
crecimiento apidérmico (EGF), el factor de trans-
formacion tipo o (TGF-a) y el resto de los miem-
bros de la familia de factores de crecimiento se-
mejantes al EGF, los factores de crecimiento
semejantes a la insulina tipo | y Il (IGF-I, IGF-I1},
el factor de crecimiento de plaguetas (PDGF) y
los factores de crecimiento de fibroblastos
(FGFs)®© Por el contrario, el factor de transfor-
macién tipo B (TGF-B) es el agente mas firme-
mente postulado como inhibidor en el cancer de
mama® *.

Familia de factores de crecimiento semejanies
a la insulina (IGF-1, 1GF-II)

Muestros estudios en el sistema de IGF en
este modelo experimental’™ han demostrado que
todas las lineas tanto hormono-dependientes
(MPA-D) como independientes (MPA-I) presentan
una expresion comparable a nivel proteina (Ta-
bla 1) y mRANA de IGF-I. También detectamos un
contenido semejante del receptor de IGF tipo |
(IGF-IR} &n los tumores MPA-D y MPA-| (Ta-
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TABLA 1.- Cuanfificacidn de IGF-! y da IGF-R tipo | en
los adenccarcinomas inducidos por MPA

IGF-1 IGF-IR
{ngfg tejida) (fmolfmg prot)

Lineas MPA-D

1 {4} 51564 69347
1 MPA (6) 565686 714=869
5 (5) 555+79 965243

5 MPA (4) 458=52 51,3152
Lineas MPA-|

1 (8) 546 + 6,1 70676
5 (6) 51,775 1377

Los valores representan la media =+ SD de (n) muestras
tumorales

TABLA 2.— Cuaniificacidn de IGF-Il y de Man-6PAGF-R
W en los lunoves inducidos por MPA

IGF-11 Man-6P/IGF-RII
(ngiy tissue)

Lineas MPA-D

1 (4) 1.2+ 10,7 1252923 + 3.010,22
1 MPA (4) 2926+ 357 532456 + 72039
5 (8) BED+ 15 12.876,53 £ 2.B65,72
5MPA (4) 36,8 + 42,2 462047 + 543885
MPA-I lines

1(7 4369 + 494 15,654,299 + 4.521 .57
5(3) 4801 2+ 456 12,342,681 z 5,088,321

Los valores representan la media = S0 da (n) muestras
tumoralas

bla 1)". La expresion de |GF-Il proteina y mRNA
fue encontrada en todas las lineas MPA-D y
MPA-I. MPA indujo un aumento significativo de
sus niveles en los tumores MPA-D. Ademas, la
transicién hacia el fenotipo MPA-| estuvo asocia-
da a un incremento constitutive en los niveles de
IGF-Il (Tabla 2). Tanto en las lineas MPA-D como
MPA-l se datectaron receptores de IGF tipo ||
(Man-&-P/IGF-RIl). En las lineas MPA-D crecien-
do en animales no tratados con MPA y en las
MPA-I se encontrd un nimerc semejante de re-
ceptores Man-6-P/IGF-RIl. Sin embargo, se ob-
servaron niveles significativamente mas bajos de
Man-GP/IGF-RIl en las lineas MPA-D creciendo
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en ratones tratados con MPA (Tabla 2). |GF-|
fue capaz de potenciar el efecto proliferative de
MPA en cultivos primarios de células epite-liales
de tumores MPA-D', Nuestros resultados indi-
cando la presencia de IGF-1 y del receptor de IGF
tipo | en todas las lineas tanto MPA-D como MPA-
I, junto con el efecto sinérgico de IGF-1 y MPA
en la proliferacidn de lineas MPA-D nos llevaron
a postular un rol fundamental de IGF-| en la trans-
formacién maligna mediada por MPA, De acuer-
do a esto, estudiamos la posibilidad de bloguear
los efectos proliferatives de MPA con oligodesoxi-
nucledtidos antisense (ADDN) al mRNA de IGF-
R tipo |. Utilizando esta estrategia hemos demos-
trado que la inhibicidn de la expresion del IGF-R
tipo | produce una completa supresion del creci-
miento mediado por MPA™.

TGF-p

La expresion de TGF-f, a nivel proteina, fue
detectada en los tumores MPA-D y MPA-I"™. En
las lineas MPA-D demostramos la presencia de
actividades transformantes semejantes a TGF-j
de alto (43 kDa) y bajo (13 kDa) peso molecular.
MPA indujo una significativa disminucién en la
sintesis de ambos factores.
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Estudiando la expresion a nivel mANA de TGF-
B1 se detectd su mRMNA de 2,5 Kba en los tumo-
res MPA-D de animales no tratados con MPA. No
se observd este mensaje en los tumores MPA-D
de ratones tratados con MPA, ni tampoco en los
tumores MPA-| (Fig. 1). Dado que encontramos
receptores para TGF-B1 en los tumores MPA-D
nuestros datos sugieren que este factor actuaria
coma un inhibidor autocring de la proliferacion de
tumores MPA-D'.

Para confirmar esta hipotesis trabajamos con
cultivos primarios de celulas epiteliales de lineas
MPA-D y MPA-I"". TGF-B1 inhibid de manera do-
sis dependiente la estimulacion inducida por MPA
en células epiteliales de ambos tipos tumorales
{Elizalde y col., resultados no publicados),

Subfamilia de GF semejantes al factor de
crecimiento epidérmico (EGF) que se unen a
c-erbB3/c-erbB4; heregulinas (HRG)

Muestro interés en el estudio de HRG se basd
an los resultados obtenidos estudiando la presen-
cia del receptor del factor de crecimiento epidér-
mico (EGF-R) y de otro miembro de la familia de
receplores con actividad de tirosina quinasa tipo
I: c-erbB2. Encontramos una correlacion directa

Fig. 1.- Exprasion de TGF-f1 y TGF-u en las lineas MPA-D 5, 1y 10 y en la linea MPA-I B0, Se hibridizaron veinte
pg de ANA total con un riboprobe para TGF-J y un cDNA probe para TGF-o. Come controb positive se usd ANA
de la linea de cancer de mama humano MCF-7. MPA indica que el umor fue oblenido de un ratdn tratado con
MPA. y Il son muestras de ANA de dos adenocarcinomas mamarnios que se originarcn espontansamanta n
hembras BALB/c multiparas. GAPDH fue usado para corregir pequefias variaciones en la siembra del gel.
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Fig. 2. Niveles de expresion de HRG en las lineas MPA-D C4, D5 y 53 y en sus varianies MPA-1, La figura repre-
santa la cuantificacion densitométrica de los niveles de mANA de HRG encontrados &n 3 ensayocs de protaccion

a la digestién por RNAsa A,

entre la expresion de EGF-R™, la amplificacion de
c-erbB2 (Elizalde y col., resultados no publicados)
y un fenotipo tumoral lobulillar con ausencia de
receptoras para estrogenos (ER) y progesterona
(PR). Sin embargo, no pudimos detectar sintesis
de los ligandos del EGF-R: EGF o TGF-u (Fig.
1)'", Por lo tanto, investigamos la expresién de
la otra subfamilia de GF capaces de unir hepa-
rina: heregulinas (en humanos) y factores de di-
ferenciacion neu (NDF en ratas). El factor proto-
tipico de esta familia tiene 44 kDa. Esta familia
de GF no se une al EGF-R®* "™, i bien inicial-
mente se considerd que HRG interactuaba con
c-erbB2, se sabe ahora que se une a c-erbB4/c-
erbB3. otros dos receptores homdlogos al c-
erbB2 y con actividad de tirosina gquinasa® ®,

MNosotros hemos clonado y secuenciado dos frag-
mentos del gen de HRG de ratdn localizados en el
dominig de |g demostrando un 92% de ho-mologia
con el gen de rata y un 87% con &l humano. Nues-
tros estudios de expresidn de HRG a nivel mMRNA han
demostrado que sdlo las lineas de histologia ductal
expresan HRG. MPA induce un aumento significati-
vo en la expresion de HGR y la transicidn hacia un
fenotipp MPA-| estd asociada a un aumento consti-
tutivo de la expresidn de HRG (Fig. 2). Estos resul-
tados sugieren un rol mitogenico de HRG en los tu-
maores de histologia ductal.

En conclusion, nuestros resultados han de-
mostrado i) que los |GF actian como regulado-
res autocrinos/intracrinos de la proliferacion me-
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diada por MPA; ii) la amplificacion del oncogen-
erbB2 esta asociada a un fenctipo lobulillar ER-
y PR-; iii) HRG, la proteina ligando de la familia
de receplores c-erbB 3 y 4, actuaria como un
factor autocring positive en los adenocarcinomas
ductales y, iv) los efectos proliferativos de MPA
in vivo estan asociados a la inhibicidn de la ex-
presion de TGF-P1, que actda in vitro como un
potente inhibidor de la proliferacion en células
epiteliales malignas de los tumores de este mo-
delo experimental.
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Summary

Growth hormones and oncogenes in
mammary adenccarcinomas induced by
medroxyprogesterona acetate in BALB/c mice

We have studied the involvement of growth
factors (GF), their receptors (GF-R) and oncoge-
nes in modulating tumor growth in the medroxy-
progesterone acetate (MPA)-induced mammary
tumor model in BALB/c mice. We demonstrated
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the presence of both ligands of the insulin-like
growth factor family (IGF-1, IGF-II) and the two
types of receptors (IGF-RI, IGF-RIl). MPA up-
regulated IGF-Il mANA and protein levels in
hormone-dependent lines (MPA-D). The pro-
gression to a hormone-independent phenotype
was accompanied by a high constitutive expres-
sion of IGF-|l and by a significant decrease in
IGF-IIR number. An antisense strategy used to
evaluate the role of IGF in the MPA-induced
growth of epithelial MPA-D cells showed that IGF
mediate progestin-induced mammary tumor
growth by autocrinefintracrine pathways. We also
studied the role of heregulins (HRG), the recently
identified ligands for the c-erbB3 and c-erbB4
oncogenes. HRG mRAMNA expression was res-
tricted to tumors of ductal origin. MPA induced an
in vivo up-regulation of HRG expression. Finally,
we also found that MPA may be exerting its
proliterative effect an MPA-D lines by inhibiting the
expression of transforming growth factor f1,
(TGF-B1) and the lack of expression of TGF-§1
in hormone-independent tumors may be related
to the acquisition of autonomous growth.
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