nueva intervencién terapéutica para tumores mamarios
PR+/ErbB-2+ que consiste en el bloqueo especifico de la
translocacion de ErbB-2 al niicleo. Otro campo de activa
investigacion en nuestro laboratorio son los efectos no ge-
noémicos de los progestagenos en el desarrollo del cancer
de mama. Demostramos que los progestagenos inducen el
crecimiento celular, regulan la actividad de las metalo-
proteasas y la metastasis a través de la capacidad del PR de
activar vias de senalizacion dependientes de la quinasa c-
Src (10). Estos resultados sugieren una intervencion tera-
péutica para tumores PR+ que consiste en el bloqueo es-
pecifico de la funcion del PR como activador de las vias de
senalizacion.

Actualmente estamos estudiando los efectos no ge-
noémicos de los progestagenos en el factor de trans-
cripcion AP-1, dimero compuesto por Jun y Fos, acti-
vados por fosforilacion y cuya presencia en tumores
mamarios esta asociada a mal pronoéstico. Nuestro ob-
jetivo es demostrar la activacion de AP-1 por progesta-
genos y demostrar su participacién en la transcripcion
del gen de ciclina D1 que contiene elementos respon-
dedores a AP-1 en su promotor.
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Resumen

Si bien los estrégenos han demostrado tener un rol prota-
gbnico en el cancer de mama, hoy se sabe que la progeste-
rona, asi como sus derivados sintéticos, ejercen roles proli-
ferativos tanto en la gldndula mamaria normal como
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neoplésica. Utilizando un modelo experimental de cancer
mamario murino, iniciado en la Academia Nacional de Me-
dicinay trasladado al IBYME en el afio 1995, demostramos
la importancia de los fibroblastos asociados a tumor en la
provisién de factores de crecimiento que activan en forma li-
gando-independiente a los receptores de progesterona (RPs)
en las células tumorales. En este articulo mencionamos la
importancia por un lado de la proporcién de isoformas del RP
en la determinacién de la respuesta al tratamiento hormo-
nal, y por otro, los mecanismos por los cuales el factor de cre-
cimiento fibroblastico 2 (FGF2) estromal participaria en el
crecimiento tumoral imitando la accién de la hormona.

Palabras clave: cancer de mama * receptores de progeste-
rona * hormono independencia * estroma * factor de creci-
miento fibroblastico * receptores de factor de crecimiento fi-
broblastico

Summary

It is well known that estrogens are key players regulating
breast cancer growth. In addition, there is compelling evi-
dence pointing out that progestins induce proliferative effects
in normal and in neoplastic mammary glands. Using a murine
breast cancer model, first developed in the National Academy
of Medicine in Buenos Aires, and then moved to the IBYME
in 1995, we demonstrated that carcinoma associated fibrob-
lasts provide growth factors such as fibroblast growth factor 2
(FGF2), which are involved in the ligand independent activa-
tion of progesterone receptors (PR) of tumor cells. This arti-
cle briefly describes, on one hand, the relevance of the eval-
uation of the PR isoform ratio to predict hormone
responsiveness, and on the other hand, the mechanisms by
which stromal FGF2 mimics the effects of progesterone to
stimulate tumor growth.

Key words: breast cancer * progesterone receptors * hormone
independence * stroma,* fibroblast growth factor * fibrob-
last growth factor receptors

Resumo

Embora os estrégenos tenham demonstrado ter um papel
protagbnico no cancer de mama, hoje se sabe que a proges-
terona, bem como seus derivados sintéticos, exerce papéis pro-
liferativos tanto na gldndula mamaria normal quanto neopla-
sica. Utilizando um modelo experimental de cadncer mamario
murino, iniciado na Academia Nacional de Medicina e trasla-
dado ao IBYME no ano 1995, demonstramos a importancia dos
fibroblastos associados a tumor na provisdo de fatores de
crescimento que ativam em forma ligando-independente os re-
ceptores de progesterona (RPs) nas células tumorais. Neste ar-
tigo mencionamos a importéncia, de um lado, da proporgéo de
isoformas do RP na determinac&o da resposta ao tratamento
hormonal, e do outro, dos mecanismos pelos quais o fator de
crescimento fibroblastico 2 (FGF2) estromal participaria no
crescimento tumoral imitando a agdo do horménio.

Palavras chave: cancer de mama * receptores de progeste-
rona * horménio independéncia * estroma * fator de cresci-
mento fibroblastico (FGF) * receptores de FGF (FGFR)
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Cuando en el ano 1983, trabajando en el Laborato-
rio de Leucemia Experimental de la Academia Nacional
de Medicina con el Dr. A Molinolo y la Dra. CD Pas-
qualini, teniamos ratones BALB/c tratados con acetato
de medroxiprogesterona (MPA) para inhibir la fibro-
matogénesis inducida por un cuerpo extrano, y apare-
cieron carcinomas mamarios, nos sorprendimos. Si bien
habia datos que vinculaban a los progestigenos con
cancer de mama, la mayoria de ellos apuntaban a los es-
trégenos como hormonas promotoras y/o iniciadoras
en cancer de mama. Hoy, casi treinta anos después, no
quedan dudas que los progestagenos participan en el
desarrollo del cancer de mama. El uso de MPA en la te-
rapia de reemplazo hormonal fue lo que marcé la di-
ferencia. Las evidencias experimentales estaban a la
vista sin embargo el consenso se obtuvo después de la
publicaciéon del WHI Study en Estados Unidos en el
2002 (1) y del Million Study en Inglaterra 2003 (2) (3),
que mostraron claramente un aumento de cancer de
mama en mujeres tratadas con ambas hormonas.

Las investigaciones en nuestro laboratorio se basaron
en caracterizar este nuevo modelo experimental en el
cual la mayor parte de los tumores de mama se clasifi-
caron como carcinomas mamarios ductales infiltrantes
con expresion de receptores de estrogenos (RE) y de
progesterona (RP) y se mantenian por transplantes sin-
geneicos en ratones tratados con hormona. Ocasional-
mente surgian variantes tumorales con crecimiento au-
tonomo, llamadas hormono-independientes por su
capacidad de crecer sin el aporte exégeno de hormona.
Cuando se evalu6 la capacidad de los tumores de res-
ponder a distintos tratamientos hormonales descubri-
mos que muchos de ellos desaparecian casi completa-
mente con tratamiento con antiprogestigenos o
estrogenos y parcialmente con tamoxifeno. Otros tu-
mores eran resistentes desde el comienzo; sin embargo,
todos mantenian la expresion de RE y RP. Esto motivo
que la mayor parte de las investigaciones de nuestro la-
boratorio, ya mudado en 1995 al IBYME se han dedicado
a tratar de comprender los mecanismos por los cuales los
tumores se vuelven hormono independientes o se hacen
resistentes a la terapia hormonal (revisado en (4)).

Correlacién de expresién de isoformas
de receptor de progesteronay respuesta al
tratamiento hormonal

Existen dos isoformas del RP ampliamente recono-
cidas que se transcriben a partir del mismo gen: la mas
grande es la isoforma B (RP-B) de 115 kDa y la mas pe-
quena la isoforma A (RP-A) de 83 kDa en ratén y 94 kDa
en humanos. La isoforma RP-A se ve mas comprometida
en cancer de mama, ya que hay un mayor porcentaje de
tumores RP positivos que expresan mayores niveles de



isoforma A que B. A su vez éstos responderian menos al
tamoxifeno en comparacién con los que expresan mas
isoforma B que A (5). Nuestro grupo demostré que el
perfil de isoformas de RP es diferente en carcinomas
mamarios con distinta respuesta hormonal. Los tumo-
res HI que regresionaban con antiprogestagenos o es-
trégenos expresaban altos niveles de RP-A, mientras
que los resistentes constitutivos o los que fueron expe-
rimentalmente manipulados para ser resistentes (resis-
tencia adquirida) mostraban mayores niveles de RP-B.
Eso nos llevo a evaluar el porqué del silenciamiento de
RP-A en tumores resistentes. Lo que sabemos al dia de
hoy es que los tumores resistentes constitutivos muestran
metilacion del promotor. Por lo tanto, el tratamiento de
estos tumores con agentes desmetilantes, induce la re-
expresion de RP-A y la consiguiente recuperacion de la
sensibilidad a los antiprogestagenos (6). No ocurre lo
mismo con los resistentes adquiridos, pero en éstos, el
tratamiento con estrégenos induce la reexpresion de
RP-A, respondiendo ahora a la terapia conjunta de es-
trégenos y antiprogestagenos (7). Esta ida y vuelta de
RP-A sugiere la presencia de mecanismos regulatorios
epigenéticos mas alld de la metilacion que se estan es-
tudiados actualmente en el laboratorio. El mensaje cli-
nico de esta parte de nuestro trabajo, es la sugerencia
que aun los tumores que se hicieron resistentes a la te-
rapia endécrina pueden ser direccionados para otro ci-
clo de tratamiento.

Quién activa a los receptores hormonales cuando
las hormonas no estan presentes o lo estan en
muy pequefa cantidad?

El otro tema que nos interes6 es conocer qué es lo
que activa a los receptores hormonales en tumores HI
de modo tal que el bloqueo de los receptores permite
frenar al crecimiento tumoral. Utilizamos nuestro mo-
delo experimental para tratar de contestar este inte-
rrogante. Observaciones del laboratorio nos mostra-
ban primero, que es muy dificil cultivar estos tumores
en ausencia de fibroblastos, cuando los cultivos estaban
contaminados con fibroblastos crecian mucho mejory
por otro lado, cuando las células tumorales purificadas
de un tumor HD o de uno HI eran cultivados en plas-
tico, eran indistinguibles entre si. Esto sugeria clara-
mente que factores del huésped participan en el creci-
miento HI. Uno de los componentes que conforma el
estroma tumoral son los fibroblastos asociados a carci-
noma (CAF). Postulamos entonces que los CAF de un
tumor HI producirian factores de crecimiento que ac-
tivarian a receptores de las células epiteliales que a su
vez interactuarian con RP para activar la proliferacion
celular. Nos concentramos en el factor de crecimiento
fibroblastico 2 (FGF2) y sus receptores FGFR. Elegi-
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mos este factor porque de los varios estudiados en su
momento, fue el inico capaz de reemplazar al MPA en
su efecto proliferativo in vitro.

De acuerdo a la hipétesis planteada, demostramos
que el estroma del tumor HI es diferente al del tumor
HD (8) y que in vitro los CAF de los tumores HI pro-
ducen mas FGF2 que los tumores HD. El FGF2 por
otra parte induce la activacion de los RP. Demostramos
asimismo que el FGF2 activa al FGFR2 e induce la tras-
locacion nuclear del mismo de modo que interaccio-
naria con el RP junto con STAT5 induciendo la trans-
cripcion de genes blanco, como MYCy Ciclina D1, y la
expresion de diversas proteinas reguladas por proges-
terona. La interaccion entre FGFR-2 y RP fue confir-
mada por estudios de microscopia confocal, co-inmu-
noprecipitaciones y ensayos de EMSA en placa. Para
confirmar la hipétesis planteada que el eje FGF2-FGFR-
2 esta involucrado en el crecimiento HI demostramos
que el inhibidor de FGFR (PD173074) inhibe el creci-
miento HI y que la administracién exégena de FGF2 a
un tumor HD es capaz de estimular el crecimiento de
un tumor imitando la accién de la hormona (9) (10).

Todos estos estudios fueron corroborados en la linea
celular humana T47D que se comporté de manera muy
similar a los tumores de nuestro modelo experimental.
Mas aun, la transfeccion constitutiva de un dominante
activo del FGFR-2 a células T47D logré volverlas tumo-
rigénicas al implantarlas en ratones inmunosuprimi-
dos en ausencia de hormona (11).

En conjunto estos resultados muestran la participa-
cion del estroma en el crecimiento tumoral y sugieren
el uso de terapias combinadas incorporando a inhibi-
dores de FGFR en conjunto con la terapia endocrina
para demorar la resistencia endocrina.
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a.,-adrenoceptors and breast cancer

Receptores a.,-adrenérgicos e cancer de
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Resumen

El cancer de mama es la neoplasia més frecuente entre las
mujeres. Las experiencias estresantes causan la liberacion
de adrenalina y noradrenalina, que se unen a 9 receptores
adrenérgicos. Nuestro grupo ha trabajado durante los Gltimos
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afos en la caracterizacion de los receptores ap-adrenérgicos
y en el efecto de su estimulacién en diferentes modelos ex-
perimentales de cancer de mama para contribuir a mejorar
la calidad de vida de las pacientes. En células tumorales y
no tumorales mamarias humanas encontramos que las ca-
tecolaminas endégenas adrenalina y noradrenalina y el ago-
nista especifico ay-adrenérgico clonidina estimulan signifi-
cativamente la proliferacion celular. La inhibicién de los
niveles de AMP ciclico correlacionan con la estimulacion de
dichos receptores. Hemos descripto la expresion de por lo
menos un subtipo de receptor ay-adrenérgico en estas lineas
tanto a nivel de ARNm (medida por RT-PCR) como de pro-
tefna (por inmunocitoquimicay unién de un antagonista ra-
diactivo). Ademas hemos demostrado que los agonistas a.,-
adrenérgicos aumentan el crecimiento tumoral en modelos
experimentales de cancer de mama (tumores inducidos ori-
ginalmente por acetato de medroxiprogesterona y xeno-
transplantes de células tumorales humanas). En todos los ca-
sos el antagonista ap-adrenérgico rauwolscina inhibi¢ el
crecimiento de los tumores control, pudiendo pensarse en
utilizarlo como terapia adyuvante.

Palabras clave: cancer de mama * receptores adrenérgicos *
clonidina * rauwolscina

Summary

Breast cancer is the most frequent women neoplasia. Stress-
ing experiences enhance adrenalin and noradrenalin re-
lease. These catecholamines bind to 9 different adrenocep-
tors. Our group has described and characterized the
ap-adrenoceptors and analyzed their effect in breast cancer
models in order to contribute to a better quality of life in pa-
tients. The stimulation of these receptors with adrenalin, no-
radrenalin or ap-adrenergic agonists in both tumor and non-
tumor human breast cells significantly stimulates cell
proliferation, in correlation with inhibited cyclic AMP levels.
At least one ao-adrenergic subtype in expressed in every cell
line studied at the mRNA level (by RT-PCR) and at the pro-
tein level (immunocytochemistry and a radioactive antago-
nist binding). We have also found that the a,-adrenergic ag-
onists enhance tumor growth in experimental models of
breast cancer (transplanted mouse tumors originally in-
duced by medroxyprogesterone acetate and human breast
cancer cells xenotransplanted in nude mice). In every tumor
model the a,-adrenergic antagonist rauwolscine inhibited tu-
mor growth, suggesting the possibility of its utilization as an
adjuvant therapy.

Key words: breast cancer * adrenoceptors * clonidine * rau-
wolscine

Resumo

O cancer de mama é a neoplasia mais frequente entre as mu-
Iheres. As experiéncias estressantes causam a liberagdo de
adrenalina e noradrenalina, que se unem a 9 receptores adre-
nérgicos. Nosso grupo tem trabalhado durante os dltimos
anos na caracterizagdo dos receptores o p-adrenérgicos e no
efeito de sua estimulagcdo em diferentes modelos experi-



