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RESUMEN

El modelo de cancer de mamas inducido por el 7-12 dimetil
benz(a) antraceno (DMBA) en ratas, muestra un conjunto de
propiedades que lo hacen sumamente Util para el estudio y
comprensién del cancer de mama en humanos. La quimiopre-
vencidn consiste en el uso de productos farmacolégicos o nu-
frientes no citotéxicos capaces de potenciar los mecanismos fi-
siolgicos intrinsecos, inmunolégicos o no, los cuales protegen
al organismo del desarrolio y progresién de tumores. Existen
estudios in vivo e in vitro demostrando que los retinoides regu-
lan el crecimiento del cancer mamario. La asociacion de reti-
noides con citocinas se ha utilizado como terapia anticancero-
sa sobre todo en combinacién con interferones. La IL-10 es
una citocina cuyas concentraciones estan elevadas en pacien-
tes con céancer. Su accién sobre las células NK pudiera estar
relacionada con su actividad antitumoral. En este estudio se
utilizé el modelo de induccién de cancer de mama con DMBA
en ratas Sprague Dawley, hembras virgenes de 35 dias de
edad con o sin terapia quimiopreventiva de acido retindico
(AR), para evaluar la apariciéon o no de tumores de mama,
tiempo, nimero y caracteristicas histopatologicas. Igualmente
se hizo una medicién de la IL-10 antes y después de la apari-
cién de los tumores para estudiar su posible relacion con este
proceso. Durante un lapso de nueve (9) meses, sdlo se obser-
varon tumores mamarios en las ratas que no recibieron previa-
mente el AR o sea en aquellas que ingirieron exclusivamente
DMBA. Los tumores se presentaron después de los 4 meses
en nimero de uno o dos como maximo, con ubicacién preferi-
blemente toracica, aun cuando pudieron ser observados en la
regién inguinal y rara vez abdominal.. El tamaho maximo al-
canzado por los tumores fue de 5x4x3 cm. El carcinoma papi-
lar ductal infiltrante y el carcinoma cribiforme con areas de pa-
trén adenoide quistico fueron las dos formas de carcinomas

Recibido: 26 / 01/ 2001. Aceptado: 25/ 06 /2001,

detectadas en el examen histopatolégico. La concentracion de
II-10 promedio en suero de ratas no tratadas fue de 26 pg/mL
(rango 17 - 34). Las ratas tratadas con AR mostraron un au-
mento significativo de la IL-10 y ninguna desarrollé tumores de
mama. El AR actué como quimiopreventivo con un 100% de
efectividad asociado a un incremento significativo de la IL-10
lo cual, refuerza las observaciones previas pudiendose inferir,
que la activacién de células NK sea uno de los mecanismo an-
titumorales probables implicados en este modelo.

Palabras clave: Rata, cancer, guimioprevencion, inmunomo-
dulacidn, acido retinéico, DMBA, IL-10.

ABSTRACT

The model of 7-12 dimethylbenz(a)anthracene (DMBA) in-
duced mammary cancer in rats, shows a group of properties
that they make it extremely useful for the study and under-
standing of the human mammary cancer. The chemopreven-
tion consists in the use of pharmacologics or nutritious prod-
ucts not citotoxics capables of increase the physiologic intrinsic
mechanisms, inmunologic or not, which protect to the organism
of the development and progression of tumours. Studies exist
in vivo and in vitro demonstrating that the retinoides regulate
the growth of the mammary cancer. The association of rethi-
noids with cytokines has been utilized anticancerous therapy
above all in combination with interferons. The IL-10 is a cyto-
kine whose concentrations are elevated in patient with cancer.
Their action on the NK cells could be related with their activity
anti-tumoral. In this study was utilized the model of induction of
mammary cancer with DMBA in rats Sprague Dawley, female
virginal of 35 old days with or without chemoprevent therapy of
retinoic acid (RA), in order to evaluate the apparition or not of
mammary tumours, time, number and histopathological char-
acteristic. We are carried out a mensuration of the IL-10 befare
and after the apparition of the tumours in order to study their
possible relationship with this process. During a lapse of nine
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(9) months, mammary tumours in the rats were only observed
that they didn't receive the RA previous that is to say in those
that ingested exclusively DMBA. The tumours were formed af-
ter the 4 months in number of one or two like maximum, with
location in thorax preferably still when they could be observed
inguinal and rare abdominal time in the region. The maximal
size reached by the tumours was from 5x4x3 cm. The ductal
papillar carcinoma with infiltration and the cribiform carcinoma
with areas of adenoid cystic pattern. They were the two types of
carcinomas detected in the histopathological exam. The concen-
tration of IL-10 average in serum of rats not tried it was from 26
pg/ mL (range 17-34). The rats had dealings with RA showed a
significant increase of the IL-10 and any of them developed
mammary tumours. Yet when the number of tumours, frequency
of location and the time of apparition differs of the it reportado,
they coincide the apparition of mammary carcinomas in rats had
dealings with DMBA. The RA acted like chemopreventive with a
100% of efectivity associated to an increment significant of the
IL-10, which increase the previous observations could be in-
ferred that the activation of NK Cells is one of the anti-tumoral
mechanisms probable implicated in this model.

Key words: Rat, cancer, chemoprevention, immunomodula-
tion, rethinoic acid, DMBA, IL-10

INTRODUCCION

El modelo de induccién de cancer mamario en ratas con
dimetilbenz(a) antracene (DMBA) presenta varias propiedades
que pueden ser utilizadas para el estudio del cancer de ma-
mas en humanos. El mismo es muy préctico y facilita enorme-
mente el trabajo experimental. Es obvio que el resultado no va
a ser el mismo en las dos especies. La generacién de las le-
siones cancerigenas difieren es su totalidad al comparar lo
que ocurre con la aparicién natural en humanos y la experi-
mental inducida en animales. Sin embargo, el modelo animal
resulta necesario por todas las manipulaciones experimentales
que dificilmente podrian ser realizadas en el humano [7].

La quimioprevencion del cancer es una nueva rama de
la investigacion clinica. Puede definirse como el uso de pro-
ductos farmacolégicos 6 nutrientes no citotéxicos, cuyo objeti-
vo es potenciar los mecanismos fisioldgicos intrinsecos inmu-
noldgicos y no inmunoldgicos que protegen al organismo ante
el desarrallo y progresién de clones mutantes de células malig-
nas [20}. Este proceso intenta bloquear el inicio del proceso
carcinogénico, con agentes gue impiden la activacién de muta-
genos 6 su posterior unién al ADN.

La quimioprevencién se diferencia de la quimioterapia ci-
totéxica aplicada en canceres invasivos, en que esta Ultima in-
tenta deliberadamente destruir las células cancerosas en cam-
bio la quimioprevencidn intenta detener o revertir la progresién
de células premalignas antes de que lleguen a ser invasivas o
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metastasicas. Su ventaja sobre la terapia citotéxica, es la au-
sencia de efectos adversos sobre las células sanas durante el
largo periodo de latencia caracteristico de la mayoria de can-
ceres [35].

La alarmante progresidén de cancer mamario a nivel
mundial en mujeres en edades cada vez mas tempranas, justi-
fica cualquier esfuerzo que aporte conocimientos en relacién a
la prevencion y terapéutica neoplasica con derivados Aacidos
del Retinol [16]. Existen investigaciones que han demostrado
el efecto quimiopreventivo de los constituyentes de una dieta
normal como: Betacarotenos, Vitamina A [23], y ciertos retinoi-
des sintéticos como All-trans-RA y N -(-4 hydroxy phenyl reti-
namida) [27,28].

El Retinol (Vitamina A) se relaciona normalmente con el
mecanismo fotorreceptor de la retina, sintesis de glicoprotei-
nas, estabilidad lisosémica e integridad de los tejidos epitelia-
les [20]. Se conocen una variedad de isémeros naturales y sin-
teticos del retinol entre los cuales se encuentran el All-trans-
RA,13-cis RAy 9 —cis RA [3, 22]

Normalmente los retinoides son reguladores biolégicos
del desarrollo embrionario y del crecimiento epitelial ordena-
do [11], mantienen la integridad [20] y propiedades de diferen-
ciacién del tejido epitelial adulto a través de varios mecanis-
mos [4] entre los que se incluyen la autoregulacion de sus con-
centraciones séricas [34].

El retinol y sus derivados como el acido retinoico son ab-
sorbidos por el tracto gastrointestinal, pasa a la circulacién uni-
dos a proteinas y entra a la célula por difusién simple, pudien-
do ser metabolizado por enzimas localizadas por el reticulo
endoplasmico liso, alternativamente el Acido retindico y sus
isémeros pasan al nicleo celular y se unen a los receptores
del Acido Retinoico (RA:alfa,beta y gamma) o los (RXR:alfa,
beta y gamma) [2], formando heterodimeros (infrecuentes) y
homodimeros (frecuentes). Los homodimeros se forman con la
unién del acido retindico contiguos, actjvando el proceso de
transcripcion de genes para la respuesta a los retinoides. Esto
permite una serie de eventos en los que se incluyen un au-
mento en la actividad de la transglutaminasa, asociada a la
apoptosis [21], un incremento de la expresion de un miembro
de la familia del factor transformante del crecimiento beta 1, el
cual inhibe la carcinégenesis y permite la regresién de tumores
epiteliales entre ellos el de mama [21].

Existen estudios in vivo e in vitro que demuestran que
los rertinoides regulan el crecimiento del cancer mamario
[24, 25], neuroblastomas, melanomas [18] entre otros. Asi mis-
mo inhibe la angiogénesis procesc conocido como neovascu-
larizacién que es esencial para el crecimiento progresivo de tu-
mores soélidos [37].

La asociacion de retinoides con citocinas se ha utilizado
como terapia anticancerosa sobre todo en combinacon con in-
terferones. Con esta terapia se ha encontrado una potencia-
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cion en la maduracion de células epiteliales, con el fin de obte-
ner efectos sinérgicos con baja toxicidad [20].

En cuanto a la determinacion de los niveles séricos de la
interleucina 10 (IL-10), se han reportado en la literatura inter-
nacional, referencias que demuestran un incremento de esta
interleucina en pacientes con diferente tipos de cancer [9]. Es-
tos datos tienen importantes implicaciones en el monitoreo in-
munolégico y en la evolucion de la terapéutica antineoplésica.

Las citocinas son proteinas solubles cuya accion se rea-
liza a través de receptores especificos sobre la célula blanco y
son secretadas transitoriamente por linfocito monocitos-macré-
fagos y otras células (queratinocitos,fibroblastos,etc), en res-
puesta a estimulos activadores [1]. Se ha observado también
la secrecion espontanea por las células tumorales [30]. La In-
terleucina-10 es una potente citocina inmunoreguladora gue
inhibe la actividad de las células T cooperadoras (Th1) con
disminucion de la Interleucina-2 e interferén gamma, y estimu-
la otras funciones como la actividad agresora Natural (NK, por
sus siglas en inglés "Natural Killer”) la cual previene contra tu-
mores y células infectadas por virus [28]. Ademas, estimula la
producci6n de los anticuerpos de la subclase Ig G1, los que se
unen a los antigenos tumorales, esta interaccion permite el
acoplamiento de los receptores de las células NK a la porcion
Fc de las moléculas de las inmunoglobulinas, determinando la
citotéxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) [1].
Existen estudios en muridos con cancer de mama que han de-
mostrado el efecto antitumoral y antimetastasico de la IL-10 al
transfectar plasmidos con ¢ sin IL-10 a lineas celulares tumo-
rales para posterior inoculacién en animales de experimenta-
cién inmunocompetentes e inmunocomprometidos. Cuando
fueron administraron los indculos que contenian IL-10, se inhi-
bié completamente el crecimiento tumoral en los inmunocom-
petentes, no sucediendo lo mismo cuando eran utilizados in6-
culos carentes de IL-10. En el caso de los inmunocomprometi-
dos cuando se administré el indculo con IL-10 el crecimiento
tumoral fue menor al compararlo con el de los animales que
fueron sometidos a la accién de las células tumorales sin IL-
10, desarrollando estos Ultimos animales metastasis pulmona-
res y muerte a los 40-50 dias postindculo [8].

Se considera relevante en esta investigacion el uso del
acido retinoico, como tratamiento preventivo en céncer de
mama experimental, ya que estimula la actividad NK[21} e
inhibe el crecimiento tumoral entre otros mecanismos [29,
30].

En este trabajo fue evaluado el desarrollo de tumores
mamarios inducidos por el 7-12 dimetil benz(a) antraceno
(DMBA) en ratas con y sin tratamiento previo de acido retin6i-
co, desde el punto de vista histopatoldgico e inmunolégico.
Igualmente, se determiné el efecto preventivo del Acido Reti-
néico en ratas tratadas con este carcinogeno quimico DMBA,
tomando en consideracion la aparicion y evolucién de los tu-
mores, su estudio histopatologico asi como la medicién de las

concentraciones séricas de la IL-10 antes, durante y después,
para establecer patrones y grados de asociacion.

MATERIALES Y METODOS

Grupos estudiados

Se conformaron 3 grupos de estudios: A, B y C con un
total de 24 ratas hembras virgenes Sprague Dawley (SD) de
35 dias de edad con un peso entre 100 y 150 gr. Al grupo Ay
C pero no al B se les administrd tratamiento preventivo con
Acido retindico(AR All trans) (Vesanoid Laboratorio Hofmam
Roche) a una dosis de 3mg/kg/dia intragastricamente durante
30 dias consecutivos. Al grupo A y B pero no al C se le indujo
cancer de mama con 7 —12 Dimetil Benz(a) antraceno DMBA
(Easman Organic Chemical, NY) a razén de 8 mg/100grs de
peso, una sola dosis intragastrica, una semana después de
haber culminado la terapia con &cido retindico, a los 70 dias
de edad, cuando los animales pesaban entre 187 y 213 gr.

Recoleccion de suero

Recoleccion de las muestras de suero: A todos los
grupos se les extrajo 1mL de sangre tomada de la cola del ani-
mal con aguja de tuberculina. Las muestras fueron denomina-
das como: M1; antes de iniciado el tratamiento con acido reti-
noico (AR), M2; 30 dias posterior al mismo con AR, M3; toma-
da 60 dias porterior a la aplicacion del carcinogeno DMBA,
M4: 120 dias de la aplicaciéon del DMBA y M5; ultimas mues-
tras tomadas a los nueve meses de iniciado el experimento
previo al sacrificio.

M1= dia 0, M2= dia 30, M3= dia 90, M4= dia 150 Y M5=
dia 270 del inicio del experimento, FIG. 1.

El suero fue separado de la muestra de sangre periférica
tomada en tubo seco, por centrifugacion a 1000xg durante 10
minutos. Posteriormente, se repartieron en alicuotas coloca-
das en tubos plasticos (eppendorf) y transportados en hielo
para su almacenamiento a —70°C, hasta su analisis.

Andlisis de las muestras de suero

Técnica de Inmunoandlisis Enzimatico(ELISA) de doble
anticuerpo para la determinacién de Citocinas: IL-10 (MOUSE
ELISA IL-10 ENDOGEN INTERLEUKIN-10) N° de lote kit
013176.

Evaluacién del crecimiento tumoral por palpacién

Posterior a la administracién del cancerigeno DMBA a los
grupos A y B, todos los animales incluso los del grupo C fue-
ron palpados en la regién inguino abdominal bisemanal, para
detectar cualquier masa tumoral, tomando los siguientes para-
metros: tiempo de aparicién, numero de tumores, tamarfio (3
medidas) durante 28 semanas consecutivamente. La evalua-
cién fue realizada siempre por el mismo individuo.
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Interleucina 10 Sérica

M1 M2 % | M3 M4 M3
\ AR / DMBA
Administrado Administrado
a los grupos a los grupos Post Post Post
AyC AvB DMBA DMBA DMEA

Palpacion de la Glandula Mamaria

FIGURA 1. ESQUEMA CRONOLOGICO EN LA QUIMIOPREVENCION CON ALL TRANS AR EN CANCER DE MAMA
EXPERIMENTAL. MUESTRAS TOMADAS A TODAS LAS RATAS: M1: TOMADA AL INICIO DEL EXPERIEMENTO M2:
TOMADA DESPUES DE 30 DIAS M3: TOMADA DESPES DE LA ADMINISTRACION DEL DMBA 90 DIAS M4: TOMADAS
DESPUES DE ADMINISTRADO EL DMBA 150 DIAS M5: TOMADA A LOS 270 DIAS.

TABLA |
EVOLUCION Y ESTUDIO HISTOLOGICO DE LA GLANDULAMAMARIA EN LOS GRUPOS BAJO ESTUDIO

Grupos

Tratamiento A (AR+DMBA) N=8

B8DMBA)N =7 C(AR)N=9

N® de Tumores/Rata -
Tiempo de Aparicion £

Estudio Histologico Glandula mamaria normal

Carcinoma papilar ductal
infiltrante

1 a4 tumores -
4 a 5 meses luego del DMBA -

Glandula mamaria normal

Carcinoma cribiforme con areas
de patrén ademoine guistico

AR= AB Trans Acido Retinoico DMBA= 7-12 Dimetil Benz (a) Antraceno

Sacrificio de todos los animales de los grupos A, By C

Todos los animales fueron sacrificados a las 36 sema-
nas después de haber iniciado el experimento, es decir a los
10 meses de edad de las ratas.

Al momento del sacrificio se les indujo anestesia y se
procedi6 a la extraccion del tejido mamario de la regién ingui-
no abdominal. Las muestras fueron fijadas inmediatamente en
formol neutro tamponado al 10% durante 18-24 horas, para su
estudio histopatoldgico por técnicas tradicionales.

RESULTADOS

En la TABLA | se presentan los resultados de las ratas
que desarrollaron tumores. Los animales de experimentacion
del grupo A (n=8), los cuales recibieron tratamiento preventivo
con AR y posteriormente DMBA tenian glandulas mamarias
normales al momento del sacrificio (10 meses de edad), no
presentando evidencias macroscopicas 0 microscoépicas de tu-
mores. El grupo C, constituido por 9 ratas a las que sélo se les
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administré AR por 30 dias, mostraron también gléandulas ma-
marias normales sin evidencias histolégicas de tumores,
FIG. 2.

-

El grupo B, conformado por 7 ratas que sélo recibieron
DMBA, desarrollaron Adenocarcinomas infilirantes a partir de
los 4 meses de la induccion con el carcinogénico.

En la TABLA lI, se detallan: el tiempo de aparicién de los
tumores, la cantidad detectados en cada animal, su localiza-
cion y tamafio promedio. Se pudo observar que la mayoria
aparecieron 4 a 5 meses posterior a la aplicacién del carciné-
geno. Fueron observados maximo 2 tumores por rata. Su loca-
lizacién era principalmente toracica, menos frecuentemente in-
guinal y rara vez abdominal

El tamafio maximo alcanzado fue de 5x4x3 cm, con lo-
calizacion toracica. Macroscépicamente, la mayoria de los tu-
mores reportados fueron provenientes de glandula mamaria
toraco abdominal o inguinal derecha, caracterizados por ser
Unicos o mlltiples, de aspecto nodular con areas pélidas deli-
mitados por una delgada capsula fibrosa bién vascularizasda,
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FIGURA 2. GLANDULA MAMARIA NORMAL. LAS FLECHAS LA RED DUCTOS MAMARIOS BIEN CONFORMADOS CON
NORMALIDAD DE SU EPITELIO. TODOS ELLOS SE ENCUENTRAN INMERSOS EN UN ESTROMA DE TEJIDO CONECTIVO
DENSO COLAGENIZADA (C).

. TABLA Il
CARACTERISTICAS DE LOS TUMORES DEL GRUPO B

Rata con Tiempo de Aparicién de N° de Tumores por

Localizacion Tamafo
Tumores Tumores Animal T oFaticE Axdomiial Inguinal Promedio
D | D I D |

R2 4 meses post DMBA 1 X 2x1.8x1 cm

R3 4 meses post DMBA 2 X X 1.75x1.25x0.75 cm

R4 4 meses post DMBA 1 X 1x2x0.5 cm

R5 4 meses post DMBA 2 X 5x4x3 cm

R7 4 meses post DMBA 2 X X 1.45x1.375x1.075 cm

R9 4 meses post DMBA 2 X X 1.25x1.4x0.5 cm

R10 4 meses post DMBA 1 X X 0.9x1.2x1.5 cm

violaceas, algunos sésiles adheridos a planos profundos. Al
corte, algunos mostraron areas ulceradas con necrosis central
y contenido piohemorragico.

Al microscopio, las glandulas mamarias estaban ocupa-
das por neoplasias de origen epitelial, con pérdida de la histoar-
quitectura. La neoplasia estaba constituida por células con nu-
cleos hipercrémicos, pleomérficos, con moderada cantidad de
mitosis atipica rodeados por citoplasma aufofilico de bordes
bien definidos. Las células tumorales estaban dispuestas en ni-
dos sélidos, cordones y estructuras glanduliformes, algunas de
aspecto quistico infiltrando el estroma circundante en el cual se
pudo apreciar moderado infiltrado linfoplasmocitario, FIG. 3.

Se observaron principalmente dos tipos de tumores. El
carcinoma papilar ductal, bien diferenciado, ulcerado e infil-
trante en el cual, los cortes histolégicos de glandula mamaria

mostraron neoplasia maligna de origen epitelial, con una nota-
ble pérdida de la configuracién morfologica del sistema de
ductos y acinos mamarios. Las estructuras ductales mostraron
células pleomoérficas con rasgos de anisocitosis y anisocario-
sis, pérdida de la polaridad, moderado indice de mitosis atipi-
ca, citoplasma eosindfilo denso, con escasas vacuolas e cier-
tas zonas. Estas células adquirian una configuracion papilar
sustentadas en pediculos estrechos ubicados en el ducto prin-
cipal. En otras zonas existian estrechas cavitaciones quisticas
con tendencia a organizarse en estructuras glanduliformes. El
estroma mostraba infiltracion por células tumorales aunque sin
evidencias de penetracion vascular. En las dreas de hemorra-
gia existia descontinuidad epitelial por ulceracion hemorragica
con infeccion sobreafadida e infiltrado linfoplasmocitario en
cantidad moderada, FIG. 4.
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FIGURA 3. CARCINOMA INFILTRANTE DE GLANDULA MAMARIA. SE OBSEVAN CELULAS TUMORALES FORMANDO
MASAS SOLIDAS QUE OBLITERAN TOTALMENTE UN DUCTO (T). EN OTRAS AREAS SE ORGANIZAN ADOPTANDO UN
PATRON PAPILAR O RAMIFICADO POR REDES ANASTOMOTICAS (a).

El carcinoma cribiforme con areas de patron adenoide
quistico, neoplasia maligna de origen epitelial evidencié una
notable desorganizacién y pérdida de ductos y acinos. El epi-
telio ductal mostrd células atipicas aunque bien diferenciadas,
pleomérficas con rasgos de anisocariosis y anisocitosis, pérdi-
da de la polaridad, mitosis atipicas escasas, citoplasma grueso
acidéfilo, nicleos vesiculosos prominentes con cromatina laxa
regular. Algunos ductos mostraron proliferacién con tendencia
a formar estructuras glandulares con dilatacién quistica rodea-
do por tejido conectivo periductal, infiltrado por células neopla-
sicas previamente descritas. Los espacios quisticos mostraron
contenido eosindfilo denso que pudiera corresponder a protei-
na coagulada, FIG. 5.

En la TABLA lll, se aprecian los niveles séricos de la IL-
10 en la primera muestra de suero (M1); 27.0 + 7.3 pg/mL para
el grupo A, 17.3 = 4.3 pg/mL para el grupo B y 34.3 + 3.2
pg/mL para el grupo C, representando las concentraciones ba-
sales para esta citocina en el grupo de ratas evaluadas, previo
al tratamiento.

En la segunda muestra sérica (M2), tomada 30 dias des-
pués de la primera y, posterior al tratamiento durante el mismo
lapso con el Acido Retinoico, se observaron concentraciones
de IL-10 de: 87.1 + 15,5 para el grupo A, 55.5 + 5.1 para el
grupo By 161,61 = 33,1 para el grupo C, esta Ultima, diferente
significativamente del grupo B (P<0.01).

En el grupo A, la mayor concentracién de IL-10 se obtu-
vo en la tercera toma (M3) observandose diferencias significa-
tivas con las tomas 1, 4 y 5. En el grupo B, hubo diferencias
significativas entre la 2da y 3ra toma con respecto a las tomas
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1, 4y 5. El grupo C presentd valores de IL-10 en M2, superio-
res con significancia estadistica (P<0.01) al grupo B y con ni-
veles por encima de los valores observados para las tomas 1,
3,4y 5 (P<0.001). En este grupo C, el pico se obtuvo en esta
2da toma (M2).

En los tres grupos (A,B y C) se observé una disminucién
importante de la concentracién media de la IL-10 en la toma 4
(M4) por debajo de los niveles de la M1. Las concentraciones
basales se recuperaron en su totalidad en la tltima toma (M5),
FIG. 6.

DISCUSION

-+

La aplicacion del DMBA en ratas Sprague Dawley hem-
bras, mayores de dos meses de edad y a dosis de 8 mg./100
grs. de peso, via oral, indujo cancer en mamas a pariir de los
cuatro meses de edad en el 100% de los animales inoculados.
Cifras del 70 al 100% han sido previamente reportadas utilizan-
do dosis Unicas de 20 mg. en ratas hembras entre 50 y 55 dias
de edad con pesos entre 150 y 200 g [6,10,13,14]. El tiempo de
aparicion reportado para los primeros nodulos va de 28 a 49
dias y en algunos casos pueden aparecer entre los 50 y los 60
dias; algunos autores reportan que solo un pequefio porcentaje
de ratas no desarrollan tumores entre los 150 y 240 dias de
edad [6, 10, 13, 14, 17, 26, 34].

Los tumores se presentaron (nicos o dobles con locali-
zacion principalmente toracica, toraco-abdominal, toraco-ingui-
nal o simplemente inguinal, llegando a alcanzar volimenes de
hasta 5x4x3 cm. Una cantidad mayor de tumores (6 o 7) son
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e,

PATRON ADENOIDE QUISTICO INFLITRANTE. ARRIBA, LOS

DUCTOS MUETRAN DILATACION QUISTICA RODEADOS DE UNA MASA HOMOGENEA DE CELULAS (a), QUE
CONFORMAN NIDOS SOLIDOS A NIVEL DE LAS ESTRUCTURAS ACINARES, CON UNA CLARA INVASION DEL TEJIDO
CONECTIVO PARIACINAR 10 X. ABAJO, IMAGEN A MAYOR AUMENTO QUE EVIDENCIA RASGO DE ANAPLASIA CON
ANISOCARIOSIS Y ANISOCITOSIS, HIPERCROMATISMO CON PERDIDA DE LA POLARIDAD (FLECHAS) 200 X.

reportados por animal en otras publicaciones [6, 13, 14]. Dosis
menores de 20 mg por animal pudieran inducir tumores mas pe-
quefios y en periodos mas largos, lo que pudiera explicar el es-
caso nimero de tumores y el tiempo de aparicién de 120 dias
en lugar de 60 en este trabajo.

La mayoria de los tumores reportados por induccién con
el DMBA eran malignos de la glandula mamaria, principalmen-

te el adenicarcinoma ductal en su mayoria bien diferenciado
[6, 10, 13, 14, 15, 32], coincidiendo con los hallazgos de este
experimento. Sin embargo, se han reportado carcinomas de
piel y mama [6, 13, 14], muy rara vez sarcomas, leucemias,
carcinoma renal y lipoma retroperitoneal [14, 15]. Los autores
coinciden en que los tumores benignos como los fibroadeno-
mas y adenomas son mucho menos frecuentes que los adeno-
carcinomas [6,15].
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FIGURA 5. CARCINOMA PAPILAR DUCTAR INFILTRANTE DE GLANDULAS MAMARIAS. ARRIBA, IMAGEN DONDE SE
EVIDENCIA EL ASPECTO ARBORESCENTE, EXCRECCENTE DEL EPITELIO PROLIFERANTE CON RASGOS DE ATIPICIDAD.
ABAJO, IMAGEN A MAYOR AUMENTO QUE MUESTRA PROLIFERACION EPITELIAL MARCADAMENTE ATIPICA EN UN
GRAN DUCTO CON RAMIFICACIONES PAPILARES. EL EPITELIO MUESTRA VACUOLIZACION, PLEOMORFISMO CELULAR Y
UN INFLITRADO INFLAMATORIO MONONUCLEAR EN LE ESTROMA DE SUSTENTACION (A) 200 X.

Por lo general, la aparicion de los adenocarcinomas se
produce en pocas semanas post induccién [6, 14]. En las condi-
ciones de este experimento no se presentaron antes de los
4 meses, posiblemente relacionado con la edad de los anima-
les, la raza o la dosis de DMBA utilizada.

En el carcinoma inducido en ratas con DMBA, no se ob-
servaron metdstasis. La presencia de metdstasis es baja o
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nula en trabajos anteriores, la mayoria de los autores no repor-
ta esta patologia [6, 15].

Este trabajo demostré que la utilizacion del retinoide:
Acido retinoico (AR All trans) previo a la administracion del
agente carcinogénico 7-12 Dimetil Benz(a) antraceno (DMBA),
inhibe ven su totalidad, la aparicion de tumores en estas ratas
hembras virgenes Sprague- Dawley, en un periodo de esiudio
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CONCENTRACIONES SERICAS DE E?éé:lenupos DE BAJO TRATAMIENTO
Muestra Grupos o
A (AR+DMBA) B (DMBA) C (AR)

M1 27.0+7.3 17.3+4.3 34.3+3.2

M2 87.1 + 15.58 55.5 5.1 161.1 = 33.129

M3 155.8 + 33.49 71.3 = 14.2¢f 32.8 +8.60

M4 10.9+2.2 17.7+2.3 16.1+1.2

M5 30.3+3.8 21.2+4.9 31.5+4.8

a) Diferente significativamente del grupo B (P<0.01)

b) Diferente significativamente del grupo A (P<0.01)

c) Diferente significativamente del

grupo A (P<0.01) d) Diferente significativamente de las muestras 1, 4y 5 (P<0.001) e) Diferente significativamente de la Muestra 4 (P<0.05) f
Diferentes significativamente de las Muestras 1, 4 y 5 (P<0.01) g Diferentes significativamente de las Muestras 1,3, 4y 5 (P<0.00).

*

250 —
200 —
-
E ]
nof 150
100 ~ |
50 T
Ac. Retinoico
0 — i
MARZO
Ut ABRIL JUNIO AGOSTO DICIEMBRE
M2 (+) M3 (+) M4 (+) M5 (+)
MESES

FH Grupo A = "GrupoB "C Grupo C

Grupo A: AR-ADBA  Grupo B: DMBA  Grupo C: AR.
*Diferente signicativamente del grupo B (P<0.01)

“Diferente significativamente del grupo A (P<0.01)

“+Diferente significativamente del grupo A (P<0.05) + Muestras 1,2, 3,4y 5
FIGURA 6. CONCENTRACIONES SERICAS DE IL-10 EN LOS GRUPOS ESTUDIADOS.

de nueve (9) meses. La quimioprevencion del cancer con reti-
noides representa una alternativa importante capaz de revertir
el proceso de carcinogénesis. Los retinoides son capaces de
suprimir la promocion del tumor y modificar algunas propieda-
des de las células malignas totaimente transformadas proba-
blemente a través de la represion o activacion de genes espe-
cificos Aproximadad 1500 retinoides diferentes han sido sinte-
tizados modificando su estructura de anillos, las cadenas late-
rales de la molécula para obtener una mayor eficacia y menos
efectos colaterales. Uno de los andlogos de la Vitamina A mas
estudiados en cancer de mama es el (4 Hidroxyphenyl retina-
mide -4 HPR) con acumulacion preferencial en mama en lugar
del tejido hepatico. Este compuesto ha sido estudiado extensi-
vamente ya que presenta menos toxicidad genica [5].

El All-trans AR es un metabolito natural del retindl [36].
No se observaron en las ratas del estudio que recibieron con
exclusividad el tratamiento preventivo de AR (grupo C), efec-
tos secundarios dermatolégicos, gastrointestinales, respirato-
rios, hepaticos o del SNC.

Los efectos del All-Trans AR han sido variables depen-
diendo de la dosis, del tipo de céancer y su evolucién. En la dis-
plasia cervical (NIC I1) la respuesta al AR fue del 42% [12], re-
velando gran actividad en lesiones premalignas y resistencia
en las malignas. Esta resistencia de los retinoides asociada a
transformaciones malignas también ocurre en el epitelio bron-
quial. El All-Trans AR inhibe el crecimiento de las células epi-
teliales bronquiales normales pero las del cancer de pulmén
son resistentes a los efectos de la terapéutica. Existen pocos
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estudios sobre la eficacia de los retinoides contra los tumores
mamarios; Jonathan K y col. [16] sefialan que el All-Trans AR
retarda el crecimiento tumoral pero no reduce el tamafio del tu-
mor, sin embargo otros retinoides como el 4 HPR si lo hace.
Para Teelman y col. [36] ni el AllTrans AR ni el 13 Cis AR tie-
nen actividad antitumoral en dosis que no fueron toleradas por
los animales. Estos Ultimos resultados difieren de la presente
investigacién en la cual, la dosis utilizada fue tolerada por los
animales y su eficacia fue del 100%.

Es necesario sehalar, que los casos de toxicidad y dete-
rioro de los animales que se reportan por los efectos del AR,
se presentaron después de las 6 semanas de tratamiento con
All-Trans AR. Quizas la falta de toxicidad del All-Trans AR en
el presente estudio sea debido a que fue utilizado por 30 dias
como tratamiento preventivo. Los hallazgos obtenidos y la
comparacion con otros estudios permiten inferir que la quimio-
prevencidn con All-Trans AR pudiera ser mas efectiva que la
terapéutica post desarrollo del cancer de mama y la dosis utili-
zada mas la duracidn del tratamiento, son parametros a consi-
derar en humanos para lograr prevenir el tumor y evitar los
efectos adversos.

Actualmente existe cierta tendencia a la asociacién de
retinoides con citocinas para la quimioprevencién del cancer
de mama y una de las mas utilizada es el Interferén gamma
[21]. Se considerd importante determinar las concentraciones
séricas de la IL-10 como posible marcador para el monitoreo
del crecimiento tumoral, mamario, sobre todo tomando en con-
sideracion los trabajos de Kund y col. [18] que demuestran la
actividad antitumoral y antimetastésica de la IL-10 en cancer
de mama en modelo miurido.

La IL-10 es un polipéptido de 18 KD [38] identificado
como un producto de los linfocitos Th2 que inhibe la produccién
de IL-2 e interferén gamma por células Th1 a través de su ca-
pacidad de disminuir la activacién de Macrdfago. Entre las célu-
las que expresan receptores para la IL-10 tenemos las células
NK las cuales al ser activadas en forma autocrina por la citocina
pueden, destruir células tumorales resistentes a NK en forma
dependiente de la dosis [38]. Ademas las células NK secretan
citocinas proinflamatorias al ser activadas por IL-2 e IL-10.

Al utilizar e tratamiento preventivo con Acido Retinoico
durante 30 dias consecutivos se aprecio un aumento de la IL-
10 en los grupos A y C diferente significativamente de la con-
centracion obtenida en el grupo B, tratado sélo con el carcino-
génico DMBA. Este resultado demuesira que el tratamiento
con AR aumenta la concentracion de IL-10. Todos los anima-
les del grupo B que tenian concentraciones séricas de IL-10
significativamente menor a las del grupo A, desarrollaron tu-
mores de mama.

El DMBA posterior al tratamiento con AR, incrementd
significativamente la concentracion de la IL-10, evidenciado en
la tercera toma (M3) para el grupo A. Con el DMBA solamente
no se observé este estimulo. En el grupo C, los niveles de IL-
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10 se autorregulan y presentan concentraciones cercanas a
los valores controles a partir de la tercera toma. Al existir adi-
cionalmente el estimulo con DMBA, el incremento de la IL-10
es mayor y perdura por mas tiempo. Se aprecia una regulacién
de la IL-10 sérica en las ratas que recibieron solamente AR.
Quizés esta diferencia podria ser explicada por la necesidad
de los grupos DMBA-inducidos, de mantener niveles de la
IL-10 superiores, tendientes a controlar el crecimiento tumoral.
Es necesario recordar en esta investigacion los variados me-
canismos de accion del Acido retindico que evitan el desarrollo
tumoral como son: Apoptosis en células malignas, crecimiento
epitelial ordenado, inhibicion de la carcinogénesis v de la
angiogénesis [39].

Se requieren otros estudios celulares prospectivos con
células Natural Killer {NK) e IL-10. Se hace necesario evaluar
la aplicacién de IL-10 recombinante en ratas a las cuales se
les induce cancer para demostrar el incremento de la actividad
NK en estos animales y su influencia en el desarrollo tumoral.

CONCLUSIONES

El 7-12 dimetil benz (a) antraceno (DMBA) indujo la apa-
ricion de adenocarcinoma mamario en el 100% de las ratas
con la aplicacién de una sola dosis oral, a los cuatro meses de
iniciado el experimento.

Se demostré que el Acido Retinoico utilizado como qui-
miopreventivo durante 30 dias, a la dosis de 3mg/kg/dia previo
a la induccién con DMBA, suprimid el desarrollo de cancer de
mama experimental en el 100% de los animales.

El incremento de la concentracion de IL-10 en ratas, en
las cuales se utilizé quimioprevenciéon con AR, pudiera encon-
trarse asociado con la inhibicidén en el desarrollo de tumores
de mama.

A las dosis de AR utilizadas, no se evidenciaron efectos
-+
colaterales

RECOMENDACIONES

Se requieren estudios celulares que permitan medir la
participacion de la actividad NK vy la influencia de la Interleucina
10 (IL-10) en el desarrollo de céancer de mama experimental.

Es necesario la utilizacion de la IL-.10 recombinante sola
6 con Acido Retinoico en la terapeltica de cancer de mama
experimental inducido por DMBA, para demostrar sus efectos
en la evolucién de la neoplasia.
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