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Resumen

En los paises desarrollados, el cancer de mama es el cancer mas comun entre las muje-
res, y la principal causa de muerte entre éstas. Desde los afos 80 se sabe que los mismos
factores que son responsables de la proliferacion del tejido mamario normal durante la
pubertad y de los cambios ciclicos del ciclo menstrual, estan implicados en la promocion,
progresion y aparicion del cancer de mama. De hecho, los estrégenos y la progesterona
son mitogénicos en tejido mamario, de modo que mujeres que nunca han tenido un ade-
cuado funcionamiento de los ovarios en términos hormonales, muestran una ausencia casi

total de cancer de mama, siendo la incidencia similar a la observada en varones.

Los modelos en roedores han sido particularmente utiles para el estudio del cancer de
mama, porque en estas especies, la glandula mamaria es fuente de neoplasmas hormono-
dependientes, que son en muchos aspectos similares a los mas frecuentes diagnosticos
de malignidad detectados en mujeres. Existen numerosos trabajos que documentan que
los mismos tipos de lesiones benignas, premalignas y malignas morfoldégicamente detec-
tables que se desarrollan en la mama humana también aparecen en modelos de roedores
durante la carcinogénesis mamaria. Es por ello que la induccion de carcinomas mamarios
por inyeccion de N-Metil-nitrosourea (NMU) en ratas hembras es uno de los métodos
mas frecuentemente utilizados para la investigacion de la carcinogénesis de mama y de
los tratamientos de tumores de mama. El estatus endocrino de dichos carcinomas, parece
ser similar al del cancer de mama en mujeres. Generalmente, la NMU induce carcinomas
mamarios que se caracterizan por ser agresivos, localmente invasivos y capaces de me-

tastizarse.

Dentro de este contexto, los enzimas proteoliticos (peptidasas) son particularmente in-
teresantes en la investigacion del cancer porque pueden participar, al menos en parte,
en la metastasis. La mayoria de peptidasas son exopeptidasas, que liberan uno o varios

aminoacidos del extremo N- o C- terminal, o endopeptidasas, que actian internamente en
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el péptido. Las exopeptidasas que actiian en el extremo N- terminal y que liberan un solo
residuo aminoacidico se conocen como aminopeptidasas (APs). Estas APs, generalmente
son metalopeptidasas dependientes de zinc, es decir, hidrolasas en las que la ruptura del
enlace peptidico es mediado por una molécula de agua, que es activada por un cation
metalico divalente, normalmente el zinc. Algunas de estas aminopeptidasas son utiliza-
das en clinica como marcadores de enfermedades y ademas juegan un importante papel
fisioldgico en la regulacion de varios péptidos bioldgicamente activos. Cambios en estos
péptidos podrian reflejarse en modificaciones de las actividades enzimaticas. La finalidad
del presente trabajo es analizar la actividad de un amplio espectro de aminopeptidasas,
de sustratos neutros como la alanina aminopeptidasa, (APN, CD13); (E.C: 3.4.11.2), leu-
cina aminopeptidasa (LeuAP); (E.C: 3.4.11.1), tirosina aminopeptidasa (TyrAP); (E.C:
3.4.11.-) y cistina aminopeptidasa (Oxitocinasa); (E.C: 3.4.11.3), basicos como la argini-
na aminopeptidasa (APB); (E.C: 3.4.11.6) acidos, como la aspartato y glutamato amino-
peptidasa (Aminopeptidasa A, APA); (E.C: 3.4.11.7) y de tipo omega, como la pirrolidon
carboxipeptidasa (piroglutamato aminopeptidasa, Pcp); (E.C: 3.4.19.3) en el suero y di-
versos tejidos de ratas con tumores de mama inducidos por NMU, para evaluar, por un
lado, el posible valor de estas actividades como marcadores bioldgicos de esta enferme-
dad, y por otro, el papel que pudieran desempefiar las distintas hormonas peptidicas a las

que regulan, en la promocién y/o progresion tumoral.

De este modo, se han llevado a cabo los siguientes experimentos:

* Induccién de tumores de mama en ratas mediante la administracion de N-me-
til-nitrosourea.

* Andlisis de la evolucion del peso corporal, localizacion y numero de tumores,
diametros mayor y menor de los tumores.

* Analisis de otros parametros de desarrollo tumoral, como son el periodo de
latencia, la incidencia tumoral y el nimero medio de tumores por rata.

* Andlisis de la actividad especifica de APN, APB, oxitocinasa, Pcp, AspAP,
GluAP, LeuAP y TyrAP en suero de ratas controles y ratas con céncer de
mama inducido por la administracion de N-metil nitrosourea.

*  Anadlisis de la actividad especifica soluble y unida a membrana de APN, APB,
oxitocinasa, Pcp, AspAP, GluAP, LeuAP y TyrAP en el hipotalamo, la hipo-
fisis anterior, la hipofisis posterior, la glandula pineal, la mama, el tiroides, la

corteza y médula adrenal, el ovario y el ttero.

— 2 —
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Los resultados obtenidos dan lugar a las siguientes conclusiones:

Primera: El cancer de mama en ratas inducido por N-metil nitrosourea provoca la mo-
dificacion de la actividad especifica de diversas enzimas proteoliticas reguladoras de
hormonas peptiticas con importantes funciones autocrinas/paracrinas. Estas modifica-
ciones se manifiestan no solo a nivel de la mama, sino también en el suero y a nivel de

diferentes sistemas endocrinos.

Segunda: En el suero, las modificaciones de las actividades angiotensinasas, oxitocinasa,
pirrolidon carboxipeptidasa y encefalinasa, en ratas con cancer de mama inducido por
N-metil nitrosourea, sugieren una disminucion de los niveles de angiotensina II, oxito-
cina y encefalinas, y un aumento de los niveles de Ang IV y GnRH con la enfermedad.
Ademas, el hecho de que el receptor AT4 para la Ang IV muestre actividad oxitocina-
sa, sugiere la existencia de una conexion entre un sistema renina-angiotensina local a
nivel de mama y el sistema oxitocina-receptores de oxitocina-oxitocinasa, que estaria
implicado en el desarrollo y progresion del cancer de mama, de forma, ademas, depen-
diente de estrogenos.

Tercera: A nivel local de la mama, las modificaciones de las actividades angiotensinasas,
pirrolidon carboxipeptidasa y encefalinasa, en ratas con cancer de mama inducido por
N-metil-nitrosourea, sugieren un aumento de los niveles de angiotensina III y encefa-
linas, y la rapida degradacion de los elevados niveles de GnRH circulante, que estarian

implicados en los procesos de promocion y/o progresion de la enfermedad.

Cuarta: A nivel del eje hipotalamo-hipdfisis, las modificaciones de las actividades angioten-
sinasas, oxitocinasa, pirrolidon carboxipeptidasa y encefalinasa en ratas con cancer de
mama inducido por N-metil nitrosourea, sugieren la existencia de alteraciones en distin-
ta direccion de los niveles de angiotensinas, oxitocina, GnRH y encefalinas, que pueden
ser responsables de alterar los mecanismos de regulacion de la secrecion hipofisaria de
distintas hormonas con importantes funciones en los procesos de promocion y/o progre-
sion del cancer de mama, encontrandose alterada la funcion de las glandulas endocrinas

a las que regulan, como son el tiroides, las glandulas adrenales o las gonadas.

Quinta: A nivel de la glandula pineal, las modificaciones de las actividades angiotensi-

nasas y oxitocinasa en ratas con cancer de mama inducido por N-metil nitrosourea,

— 3 —
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sugieren un aumento en los niveles de angiotensina Il y una disminucion de los niveles
de oxitocina, que podrian ser responsables de una mayor produccioén de melatonina, lo
que soportaria un mecanismo de defensa para evitar la promocion y/o progresion del

cancer de mama.

Sexta: La patogénesis del cancer de mama en rata, estudiada utilizando un modelo de
induccion de tumores por la administracion de N-metil-nitrosourea, implica a un gran
nimero de sistemas hormonales tanto endocrinos como autocrinos y paracrinos, que
modifican la fisiologia del organismo en distinta direccion, siendo sus efectos mas

visibles la aparicion de los tumores de mama.

Séptima: La induccién de tumores de mama en rata mediante la administracion de N-
metil nitrosourea es un método adecuado para el estudio del papel de los enzimas
proteoliticos reguladores como marcadores bioldgicos de la enfermedad, y del papel
de las hormonas peptidicas a las que regulan, en la promocion y progresion del cancer

de mama.
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1. ENZIMAS PROTEOLITICOS
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1.1. INTRODUCCION.

Los enzimas proteoliticos son aquéllos que catalizan la hidrélisis de los enlaces
peptidicos. Existen varios términos que, aunque tuvieron minimas diferencias de
significado (Barrett y McDonald, 1986), hoy se usan indistintamente junto al de enzimas
proteoliticos, y son proteasas, proteinasas y peptidasas (Barrett ef al., 1998).

Desde un punto de vista quimico, un enlace peptidico (Figura l.1.) esun enlace
amido establecido entre el grupo a-carboxilico de un aminoécido y el grupo a-amino del
siguiente aminoacido de una cadena polipeptidica (con pérdida de una molécula de
agua). Los enzimas que catalizan la ruptura hidrolitica de este enlace se denominan
hidrolasas, segtin la Lista de la Comisioén de Enzimas, E.C. (Webb, 1993).

Cadena lateral

Carbono

Figura I.1. Esquema de un enlace péptidico y su representacion tridimensional.

Esta primera lista, principalmente la parte encargada de las peptidasas
(perteneciente a la clase 3, subclase 3.4.), ha experimentado la mayor revision, basada
en las recomendaciones de un grupo de expertos del Comité de Nomenclatura de la

Union de Bioquimicay Biologia Molecular (NC-IUBMB), que todavia hoy sigue en ello
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(www.chem.gmw.ac.uk/iubmb/enzyme.html). Ademas, por si queda la posibilidad de

que hubiese limitaciones con la clasificacion para algunos de los enzimas aparece la
clasificacion denominada MEROPS, que asigna las peptidasas a familias en base a las
similitudes de la secuencia de aminoacidos; y grupos de familias forman clanes de
acuerdo a la estructura tridimensional (Barrett ez al., 1998).

Uno de los temas al que se ha dedicado gran parte de la investigacion cientifica
en los ultimos afios, ha sido el estudio del metabolismo proteico. El conocimiento de la
maquinaria encargada de sintetizar proteinas (el anabolismo proteico), desde el proceso
de transcripcion del material genético hasta el mecanismo de traduccion a nivel
ribosomal, junto con las complejas modificaciones posttraduccionales, constituye un
cuerpo de doctrina perfectamente coherente y sobradamente contrastado. Sin embargo,
los procesos por los que las proteinas son nuevamente reducidas a sus pilares basicos,
asi como los mecanismos que regulan el catabolismo proteico, constituyen una laguna
a pesar de que también se ha dedicado a este tema una considerable proporcion de
investigacion experimental.

Todo lo que hoy se sabe sobre la degradacion proteica se reduce al conocimiento
de un determinado niimero de enzimas, ampliamente distribuidos en la naturaleza, con
capacidad de catalizar la hidrolisis de los enlaces peptidicos.

Por otra parte, y a diferencia de los procesos anabodlicos proteicos, todo este
conocimiento se agrupa en una serie de datos que no presentan un nexo que
interrelacione la actividad de unos enzimas con otros, ni con el resto del metabolismo
celular, por lo que no se tiene aun un marco general donde pueda describirse una teoria

del catabolismo proteico como un conjunto coherente de datos.

1.2. CLASIFICACION.

Aunque actualmente resulte demasiado simplificado, clasicamente los enzimas
proteoliticos se dividieron en exopeptidasas y endopeptidasas. Los primeros hidrolizan
enlaces proximos (uno o dos residuos) a los extremos N- o C-terminal de la cadena
polipeptidica, mientras que las endopeptidasas actuarian sobre enlaces distantes de los

extremos de la cadena.
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Dado que la especificidad de muchos de estos enzimas resulta demasiado
compleja, debido a la existencia de enzimas con actividad exo- y endopeptidasa, (Singh
y Kalnitsky, 1980) y ante la aparicion de peptidasas que forman parte de complejos
multicataliticos (Tsukahara et al., 1988), siempre se deberia referir a que un determinado
enzima tiene una “actividad peptidasa” concreta, mas que a que sea una peptidasa. En
el presente trabajo se utilizara indistintamente una u otra terminologia aun siendo
conscientes de este problema de nomenclatura. Ademas, la nomenclatura de las
peptidasas es dificultosa. La especificidad es cominmente dificil de definir dependiendo
de la naturaleza de varios residuos aminoacidicos del enlace peptidico para ser
hidrolizado y también de la conformacion de la cadena polipeptidica sustrato.

La ITUBMB clasifico a los enzimas proteoliticos en cinco clases o familias
basandose en la comparacion de sus centros activos, mecanismo de accion y estructura
tridimensional. Cada familia tiene un conjunto caracteristico de residuos aminoacidicos
dispuestos en una configuracion peculiar para formar el sitio activo. Ademas, cada clase
de enzimas posee inhibidores caracteristicos, lo que permite su clasificacion dentro de
un determinado grupo. Se cree que los miembros de cada familia descienden de una
forma comun ancestral por evolucion divergente. Existen otros enzimas proteoliticos,
actualmente aislados e identificados, que no pueden ser incluidos en esta clasificacion
hasta que no sea conocida la naturaleza de su centro activo y su mecanismo de accion
(Barrett et al., 1998). Estas cinco clases de enzimas proteoliticos basados en la
naturaleza de los grupos responsables de la catalisis son:

* Serina-peptidasas. Contienen al menos un resto de serina en su centro activo y
son inhibidas especificamente por di-isopropil-fosfofluoridato. Entre ellas citar
tripsina, leucil endopeptidasa o prolil aminopeptidasa.

* Cisteina-peptidasas. Caracterizadas por poseer un grupo tiol (-SH) del
aminodacido cisteina en su centro activo. Activadas por ditiotreitol (DTT) e
inhibidas por 4-cloromercuribenzoato. Entre ellas se encuentran piroglutamil
peptidasa I y glicil endopeptidasa.

* Aspartico-peptidasas. Poseen un grupo carboxilico (usualmente del acido
aspartico) en su centro activo y son inhibidas por pepstatina. Como ejemplos

renina y pepsina.
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* Metalo-peptidasas. Caracterizadas por tener uno o dos iones metéalicos en su
centro activo (en la mayoria de los casos Zn*"). Inhibidas por 4cido etilén-
diamino-tetraacético (EDTA) y fosforamidén. Entre ellas se encuentran la
mayoria de las aminopeptidasas, como son las alanil-, leucil- o glutamil-
aminopeptidasa.

*  Peptidasas no clasificadas. Se incluyen aqui peptidasas de mecanismo catalitico

desconocido tales como algunas dipeptidasas.

Como se ha dicho previamente, existe una clasificacion diferente a la adoptada
por la E.C., que aun teniendo en cuenta el grupo catalitico, agrupa a las peptidasas en
familias y clanes de acuerdo a la secuencia y estructura tridimensional:

* Una familia de peptidasas es un grupo en el que cada miembro muestra una
relacion estadisticamente significativa en la secuencia de aminoacidos al menos
con un miembro de la familia, en la parte de la molécula que es responsable de
la actividad peptidasa (Reeck et al., 1987). Cada familia de peptidasas es
nombrada con una letra que denota el tipo catalitico (S, T, C, A, M, U; para
serina, treonina, cisteina, aspartico, metalo o desconocida), seguido de un
numero arbitrario. Cuando una familia desaparece porque se fusiona con otra el
numero no vuelve a ser reutilizado.

* Clan es el término usado para describir a un grupo de familias cuyos miembros
vienen de una sola proteina ancestral, que ha divergido tan rapidamente que no
se ha podido probar la relacion por comparacion de la estructura primaria
(Rawlings y Barrett, 1993; Barrett y Rawlings, 1995). La clara evidencia de la
relacion entre familias es la similitud entre las estructuras tridimensionales. El
nombre del clan se forma con la letra del sitio catalitico (como para las familias)
seguido de una segunda letra arbitraria. Si un clan desaparece el nombre no se
vuelve a utilizar. No todas las familias pertenecen a un clan y cuando es

necesario dar una asignacion a esto se usa SX, CX...
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1.2.1. Endopeptidasas
Se dividieron en base al metabolismo catalitico en cuatro tipos:
* Serina endopeptidasas
* Cisteina endopeptidasas
* Aspartico endopeptidasas
* Metalopeptidasas

También nombrar las oligopeptidasas, que acttian de forma Optima en sustratos

menores que las proteinas.

1.2.2. Exopeptidasas

Las exopeptidasas son enzimas hidroliticos cuya accion se limita a uno u otro
terminal de la cadena polipeptidica. Estos enzimas se clasifican de acuerdo a la
especificidad que muestran por un determinado sustrato y se les suele asignar un nombre
convencional que indica el extremo del péptido (grupo a-amino o a- carboxilo) frente
al cual son activos y el tamafio del fragmento liberado (aminodcido, dipéptido o
tripéptido aislado).

Las exopeptidasas que requieren un grupo o-amino libre se denominan
aminopeptidasas si liberan aminoécidos, dipeptidil aminopeptidasas si liberan
dipéptidos, y tripeptidil aminopeptidasas si liberan tripéptidos. Las exopeptidasas que
requieren un grupo carboxilo terminal no sustituido en los péptidos se denominan
carboxipeptidasas si liberan aminoacidos y dipeptidil carboxipeptidasas si liberan
dipéptidos.

Un tercer grupo de exopeptidasas son las denominadas dipeptidasas y
tripeptidasas, cuyo principal atributo comun es su especificidad por sustratos que poseen
una determinada distancia (de dos o tres aminodacidos respectivamente) entre el grupo
a-amino libre y el grupo a-carboxilo libre. Esto da lugar a confusiones, ya que ciertas
dipeptidasas y tripeptidasas parecen afectar a cadenas polipeptidicas mayores (Coffey
y De Duve, 1968) y algunas aminopeptidasas pueden utilizar como sustratos dipéptidos

y tripéptidos de diversa naturaleza (Kania ef al., 1977; Felgenhauer y Glenner, 1966).
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Las omega peptidasas agrupan a aquellas exopeptidasas capaces de separar
residuos terminales cuyo grupo a-amino o a-carboxilo no se encuentre libre porque esté
ciclado (por ejemplo: piroglutamato aminopeptidasa), sustituido o unido a otros residuos
terminales que formen enlace mediante un grupo carboxilo o amino no unido a un
carbono a (por ejemplo: y-glutamato aminopeptidasa).

Los nombres dados a lamayoria de las aminopeptidasas se basan frecuentemente
en sus preferencias o requerimientos por un residuo N-terminal caracteristico. Por
ejemplo, un enzima que muestre su mas alta tasa de hidrolisis sobre enlaces formados
por alanina en el extremo amino-terminal se denominaria alanina aminopeptidasa.

De manera similar, los nombres aplicados a las carboxipeptidasas que liberan
aminodcidos individuales sirven para identificar el residuo carboxi-terminal preferido

o requerido por el enzima.

1.3. RESUMEN HISTORICO.

El estudio de los enzimas proteoliticos tuvo su origen a finales del siglo XIX en
los laboratorios alemanes, cuando se descubrid que la composicion quimica de los
tejidos se alteraba tras su almacenamiento. Tales alteraciones se producian aun cuando
se impedia la intervencion bacteriana. Al describir la naturaleza de estos cambios,
Jacoby (1900) introdujo el término autolisis para referirse al proceso de autodigestion
de los tejidos, producido presumiblemente por efecto de distintas actividades
enzimaticas. Pronto se descubri6 (Hedin y Rowland, 1901) que la actividad proteolitica
era mucho mayor a pH acido en todos los tejidos excepto en el musculo esquelético, el
cual manifestaba débil actividad a ambos lados de la neutralidad.

En 1929, Willstitter y Bamann propusieron el término catepsina para describir
peptidasas que actuaban preferentemente en medio acido y que serian localizadas
posteriormente en todas las células y tejidos, siendo su origen lisosomal.

Un punto crucial en el estudio de estos enzimas fue la introduccion de la
hemoglobina como sustrato para medir la actividad proteolitica (especialmente la
catepsina D) que se utiliza actualmente dada su facilidad de purificacion y determinacion
(Anson, 1938). Ademas, se introdujeron sustratos sintéticos para su determinacion,

algunos de los utilizados fueron Z-Glu-Tyr (Z-: Benciloxicarbonil-), Bz-Arg-NH, (Bz-
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: Benzoil-) y Leu-NH, como sustratos de las catepsinas [, I y Il respectivamente (Fruton
et al., 194la, 1941b). Esta ultima fue posteriormente reconocida como una
aminopeptidasa y redenominada leucina aminopeptidasa. Ademads se descubrio la
catepsina IV que describe la actividad hidrolitica sobre el sustrato Z-Gly-Phe y que
finalmente ha sido identificada como una carboxipeptidasa.

En 1952, fueron clasificadas de nuevo las catepsinas por Tallan et al., creando
términos que aun resultan familiares: catepsina A, B y C. Posteriormente se descubrio
la catepsina D y E (Press ef al., 1960; Lapresle y Webb, 1962).

A partir de 1970, el nimero de enzimas proteoliticos descritos se incremento de
forma abrumadora, siendo evidente que la nomenclatura enzimatica se iba de las manos
por no existir una autoridad que la guiara. En muchos casos el mismo enzima se conocia
connombres diferentes, mientras que a veces el mismo nombre era asignado a diferentes
enzimas. Pero sus mecanismos cataliticos se encuadraron en uno de los previamente
sefialados. A continuacion se hace referencia al descubrimiento de las exopeptidasas
exclusivamente, agrupandolas segun su localizacion subcelular (citosolicas, de
membrana y lisosomales).

Las exopeptidasas citosolicas se encuentran entre las primeras proteasas
conocidas (McDonald y Barrett, 1986). La mucosa intestinal fue la fuente original del
descubrimiento de muchas exopeptidasas, ya que contiene una mezcla compleja de
enzimas de diversa especificidad y naturaleza. Entre ellas se encuentran la leucina
aminopeptidasa, primer ejemplo de exopeptidasa N-terminal conocido (Linderstrom-
Lang, 1929), y varias dipeptidasas. Simultdneamente (Waldschimdt-Leitzy Purr, 1929)
se descubri6 en pancreas de buey una carboxipeptidasa. Mas tarde (Folk, 1956) se
describio otra carboxipeptidasa pancreatica que mostraba preferencia casi absoluta por
aminoacidos basicos. Esta ultima se denomina actualmente carboxipeptidasa B, y la
primera, carboxipeptidasa A. Ambas son segregadas como zimogenos
(procarboxipeptidasas) activables por tripsina.

Tras las aminopeptidasas de origen intestinal, se encontrd que el rifidn era una
fuente aiin mas abundante de estas actividades enzimaticas (Spackman et al., 1955) al
igual que el cristalino y la pulpa dental. Hopsu et al. (1964) detectaron en los extractos

de higado de rata una nueva aminopeptidasa citosolica dependiente de Cl"y grupos -SH,
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que fue denominada aminopeptidasa B (arginina aminopeptidasa) debido a su estricta
especificidad por residuos basicos; parece ser la contrapartida de la carboxipeptidasa B.
La denominada alanina aminopeptidasa soluble fue descubierta en higado (Behal et al.,
1966), pero su especificidad de sustrato, en contraste con la aminopeptidasa B, abarca
la mayoria de residuos N-terminales de los péptidos, aunque la alanina sea el residuo
preferido. Por otro lado, se identific6 una nueva aminopeptidasa en rifidn especifica para
los residuos aspartico y glutamico N-terminales (Cheung y Cushman, 1971), a la que
mas tarde se le dio el nombre de aspartato aminopeptidasa (Wilk et al., 1998).

Por otro lado, las membranas celulares contienen exopeptidasas de todo tipo, y
la mayoria de ellas fueron inicialmente descritas a partir de extractos renales. La
aminopeptidasa A (glutamato aminopeptidasa) es relativamente especifica para
aminoacidos N-terminales acidicos con preferencia por hidrolizar enlaces peptidicos
donde participa el glutdmico (Glenner et al., 1962), a diferencia de su contrapartida
citosolica que prefiere aspartato.

La aminopeptidasa M (alanina aminopeptidasa de membrana) (Pfleiderer y
Celliers, 1963) seria la contrapartida de la alanina aminopeptidasa citosélica con un
amplio rango de accidn sobre enlaces donde participan aminodcidos neutros y basicos
N-terminales.

Desde que Fekete (1930) descubriera la capacidad del suero de mujeres
embarazadas de degradar oxitocina, muchos investigadores estudiaron este enzima de
membrana, que es una aminopeptidasa con especificidad por los enlaces peptidicos entre
la cisteina N-terminal y la tirosina adyacente de la oxitocina o vasopresina, por lo que
se le llamo oxitocinasa o vasopresinasa (Sjoholm e Yman, 1967)

A nivel lisosomal se ha podido demostrar que algunas catepsinas B, D, H son
realmente exopeptidasas y no endopeptidasas. Solo se ha purificado una aminopeptidasa
a este nivel (Krischke ef al., 1976). Dicho enzima es una cisteina-proteinasa que, junto
a su capacidad de hidrolizar proteinas, posee actividad aminopeptidasica. Por ello se le
ha calificado de endoaminopeptidasa. Probablemente sea el enzima responsable de la
actividad aminopeptidésica previamente insinuada por otros autores. Actualmente se le

denomina catepsina H.
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Por tultimo, también se han encontrado representantes del grupo de las
Q-peptidasas en las tres localizaciones subcelulares previamente resefiadas (citosol,
membrana y lisosomas). Por ejemplo, la piroglutamato peptidasa Il es un enzima unido
a membrana, mientras que la piroglutamato peptidasa I se encuentra en el citosol
(McDonald y Barrett, 1986).

1.4. AMINOPEPTIDASAS.

En los tultimos afos se ha producido una importante aceleracion en las
investigaciones sobre enzimas proteoliticos, desarrollindose varias aplicaciones
practicas en biotecnologia que sugieren que las peptidasas son potenciales dianas
terapéuticas. El analisis de la secuencia completa de varios genomas ha mostrado que
el 2 % de todos los productos genéticos son peptidasas, lo que indica que se trata de uno
de los grupos funcionales de proteinas mas importante (Barrett ef al., 1998).

A continuacion, siguiendo a Barret ef al. (1998) y Beynon et al. (2001), se
expone un breve resumen de algunas de las aminopeptidasas presentes en el organismo
de los mamiferos y descritas en la literatura. Junto a ellas se destacan algunas

caracteristicas y propiedades de estos enzimas.

1.4.1. Alanina Aminopeptidasa
Se han descrito dos actividades especificas que han sido denominadas, segiin su
localizacién como, alanina aminopeptidasa soluble y alanina aminopeptidasa

microsomal.

1.4.1.1. Alanina aminopeptidasa soluble.
- Clasificacion de peptidasas: Clan MA, familia M1, MEROPS ID: M01.010
- Clasificacion enzimatica del NC-UIBMB: E.C. 3.4.11.14.

Accion. Libera un aminoacido N-terminal, preferentemente Ala (en menor grado

Leu, Arg, Phe, Tyr, Met), de un amplio rango de péptidos, aminoacil-3-

naftilamidas y aminoacil-metilcumarinas.
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Sustrato

artificial.

Propiedades

moleculares.

Distribucion.

Aspectos

biologicos.

Ala-B-naftilamida.

Es una zinc-sialoglicoproteina de 100 KDa, con un i6n Zn*" unido a su
unica cadena proteica. Extremadamente sensible a la puromicina,
también se inhibe por EDTA y 1,10-fenantrolina. Mientras que es

activada por tioles, Ca*" y Co*". pH 6ptimo de 7.5.

Ampliamente distribuido por diferentes especies animales, especialmente

tejidos de mamiferos y fluidos corporales.

La funcion fisiologica todavia no estd bien conocida. La localizacion
predominantemente citosélica no fundamenta el papel que también
desarrolla en la degradacion extracelular de péptidos bioactivos. Aunque
exista en una amplia variedad de tejidos, la mayor parte del trabajo se ha
realizado con enzimas cerebrales, ya que ha sido implicado en el
metabolismo de las encefalinas. Pero su amplia distribuciéon muestra que
no tiene puramente un efecto regulador de los neuropéptidos, por lo que
se sugiere que participa en procesos proteoliticos esenciales para el

crecimiento y viabilidad celular.

1.4.1.2. Alanina aminopeptidasa microsomal

- Clasificacion de peptidasas: Clan MA, familia M1, MEROPS ID: M01.001
- Clasificacion enzimatica del NC-UIBMB: E.C. 3.4.11.2.

También llamada aminopeptidasa M, aminopeptidasa N (APN) y CD13

Accion.

Libera un aminoacido N-terminal, preferiblemente Ala, aunque pueden
ser muchos aminoacidos como Phe, Tyr, Leu y otros en menor grado, de

péptidos, aminoacil-B-naftilamidas, aminoacil-pnitroanilidas y
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Sustrato

artificial.

Propiedades

moleculares.

Distribucion.

Aspectos

biologicos.

aminoacil-metilcumarinas. Cuando un residuo terminal va seguido de

Pro, los dos pueden ser liberados como un dipéptido.

Ala-B-naftilamida

Esuna metaloenzima altamente glicosilada por carbohidratos (20%). En
su estado nativo existe como homodimero de 140-150 KDa en muchas
especies, aunque se ha descrito como monomérica en el conejo (Feracci
y Maroux, 1980). La cadena polipéptidica intacta (o) es susceptible de
proteolisis generando dos fragmentos de 90 (B) y 45 (y) KDa con un
atomo de Zn*" por subunidad. No se activa por iones de metales pesados
y se inhibe por agentes quelantes, bestatina, amastatina, probestina y
ultimamente 3-amino-2-tetralona. Su pH 6ptimo esta alrededor de 7, y

al aumentar la concentracion de sustrato puede llegar a 9.

Es una proteina de membrana integral de tipo II, localizada en la
membrana plasmdtica como una ectoenzima, muy distribuida entre
diferentes especies y tejidos, como en el sistema hematopoyético, en
concreto en la linea mielo-monocitica (Lendeckel et al., 1999), en las
membranas del borde en cepillo de higado, rifidn, intestino delgado, (con
funciones tipicas de estos lugares) en las células endoteliales vasculares

angiogénicas (Bhagwat et al., 2001) y en cerebro.

La presencia de este enzima en el cerebro ha sido muy estudiada debido
a su potencial implicacion en la hidrolisis e inactivacion de acciones de
ciertos neuropéptidos, especialmente de encefalinas, también de la
sustancia P y la interleukina 8, citoquinas y péptidos

inmunomoduladores (Hoffman et al., 1993; Kanayama et al., 1995;
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Mathe, 1987), angiotensinas (Chansel et al., 1998; Palmieri et al., 1985,
1989), pudiendo contribuir a la degradacion de la matriz extracelular
(Fugii et al., 1995; Saiki et al., 1993) y al procesamiento de antigenos
(Hansen et al., 1993). Ademas esta presente en células endoteliales y
membranas sinapticas de varios tipos de células nerviosas, con funciones
relacionadas con cada tipo celular. También actua en el catabolismo del
glutation, en la reabsorcion de aminoéacidos y ha sido considerada un
receptor de ciertos virus como coronavirus (Delmas et al, 1992) y

citomegalovirus (Giugni ef al., 1996).

1.4.2. Arginina Aminopeptidasa
- Clasificacion de peptidasas: Clan MA, familia M1, MEROPS ID: M01.014
- Clasificacion enzimatica del NC-UIBMB: E.C. 3.4.11.6.

También llamada aminopeptidasa B (APB)

Accion.

Sustrato

artificial.

Propiedades

moleculares.

Libera residuos basicos (Arg, Lys) N-terminales de L-aminoacil-f3-
naftilamidas, L-aminoacido-4-metilcumarinas y de varios péptidos como
las encefalinas, somatostatina y kalidina 10 (que se convierte en

bradikinina).

Arg-B-naftilamida

Es una zinc-metalopeptidasa de 72,3 KDa con un 4tomo de Zn*" unido
a su unica cadena proteica. Su pH optimo es 7. Se inhibe por agentes
quelantes (EDTA, EGTA y 1,10-fenantrolina) y por inhibidores clasicos
como la bestatina y amastatina. Se activa por CI° a concentraciones

fisiologicas y bajas concentraciones de tioles.
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Distribucion.

Aspectos

biologicos.

Es un enzima de membrana o soluble ampliamente distribuido en
diferentes tejidos de mamiferos y varias lineas celulares, tanto en tipos

celulares endocrinos y no endocrinos (Foulon ef al., 1999).

Su ubicuidad argumenta en favor de su adaptabilidad en varios
subcompartimentos celulares y su implicacién en un amplio espectro de
fendmenos fisiologicos, tales como procesos inflamatorios (Hopsu y
Maikinen, 1966), en el procesamiento proteolitico de neuropéptidos
(Gainer et al., 1984) y en el desarrollo de tumores (Saiki et al., 1989).

1.4.3. Cisteina Aminopeptidasa.
- Clasificacion de peptidasas: Clan MA, familia M1, MEROPS ID: M01.011
- Clasificacion enzimatica del NC-UIBMB: E.C. 3.4.11.3.

También conocida como oxitocinasa.

Accion.

Sustrato

artificial.

Propiedades

moleculares.

Libera un aminoéacido N-terminal, Cys de sustratos como la oxitocina y
vasopresina, ademas de hidrolizar L-cys-di-naftilamida, aminoacil-f-

naftilamidas y aminoacil-p-nitroanilidas.

Cys-B-naftilamida

Es una glicoproteina en forma dimérica y cada subunidad contiene dos
atomos de Zn*". Dependiendo del método de purificacion es de 14, 17 o
21 KDa. Su pH 6ptimo es 7.4. Se inhibe por agentes quelantes (1,10-
fenantrolina), inhibidores clésicos (bestatina y amastatina) y por cationes
divalentes (Cd**, Cu*).
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Distribucion. Abunda en plasma de gestantes y placenta de primates y humanos.

Aspectos

biologicos.

También en el hipotdlamo, existiendo trazas en suero de mujeres no
embarazadas y hombres, aunque estudios inmunohistoquimicos muestran
una amplia distribucion de este enzima en una variedad de tejidos
diferentes a la placenta, tales como el endotelio vascular, mucosa
gastrointestinal, pancreas, conducto biliar, epitelio bronquial, tubulos
renales, glandulas sudoriparas, adipocitos y musculo esquelético
(Nagasaka et al., 1997)

Durante el embarazo la placenta libera esta oxitocinasa a la circulacion
materna (mediante un mecanismo desconocido). La actividad enzimatica
permanece en suero a bajas concentraciones en el primer trimestre y
aumentan progresivamente durante el segundo y tercer trimestre hasta
llegar al maximo en el momento del parto. Responsable de la
degradacion de péptidos como la oxitocina, arginina vasopresina
(Mizutani et al., 1995) y angiotensina III (Tsujimoto et al., 1992) juega
un importante papel en el desarrollo fetal y mantenimiento de la
homeostasis durante la gestacion (Yamahara et al, 2000). Su
distribucion en un amplia variedad de tejidos sugiere la participacion de
la oxitocinasa, no solo en la gestacion, sino también en otros procesos

fisiologicos.

1.4.4. Aspartato Aminopeptidasa.

La descripcion de este enzima corresponde a Wilk ef al., (1998).
- Clasificacion de peptidasas: Clan MH, familia M18, MEROPS ID: M18.002
- Clasificacion enzimatica del NC-UIBMB: E.C. 3.4.11.21.

Accion.

Libera un aminodcido N-terminal acido de péptidos (Glu, Asp) con
preferencia por el aspartico, y aminoacil-B-naftilamidas aunque con

menor eficacia.
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Sustrato

artificial.

Propiedades

moleculares.

Distribucion.

Aspectos

biologicos.

Asp-B-naftilamida

Es una metalopeptidasa de 440 KDa sensible a agentes quelantes como

el DTT e iones Zn*". pH 6ptimo en el rango neutro (7.5).

Esun enzima con distribucion uniforme por diferentes especies y tejidos,
aunque la mayor actividad se encuentra en los testiculos. Es una enzima

citosolica abundante en células de mamiferos.

Debido a su distribucion uniforme en todos los tejidos y su abundancia
en el citosol, se sugiere que tenga un papel en el metabolismo general de
péptidos y proteinas intracelulares. Un papel mas especializado en
tejidos especificos puede ser el metabolismo de péptidos bioldgicamente

activos como la angiotensina II.

1.4.5. Glutamato Aminopeptidasa.
- Clasificacion de peptidasas: Clan MA, familia M1, MEROPS ID: M01.003
- Clasificacion enzimatica del NC-UIBMB: E.C. 3.4.11.7.

Accion.

Sustrato

artificial.

Libera restos glutdmicos N-terminales y también, aunque en menor
medida, restos asparticos de péptidos, a-(L)-aminoacil-B-naftilamidas y

a-(L)-aminoacil-p-nitroanilidas.

a-(L)-Glu-B-naftilamida



Aminopeptidasas Séricas y Tisulares en un Modelo.../M?® peL PiLaR CARRERA GONZALEZ

Propiedades

moleculares.

Distribucion.

Aspectos

biologicos.

Es una zinc-metalopeptidasa de 45-400 KDa, dependiendo del método
de purificaciony del tejido. Sensible a agentes quelantes (EDTA, EGTA,
1,10-fenantrolina), amastatina e iones de metales de transicion (Zn?",
Ni*", Cu**, Cd*, Hg>"). Se activa por Ca*". pH 6ptimo 7.2.

Es un enzima con distribucion uniforme en diferentes tejidos, aunque

principalmente en cerebro y digestivo.

Proteina integral de membrana de tipo 11, de la que es bien conocido uno
de sus sustratos fisiologicos, la angiotensina II (importante en la
regulacion de la presion sanguinea). Por esta razon se la ha llamado
angiotensinasa, encargada de transformar la angiotensina II en
angiotensina III, mediando asi los efectos del sistema renina-
angiotensina y la homeostasis de la presion sanguinea (Reaux et al.,
2000). Aunque este enzima se expresa en muchos tejidos, su expresion
es especifica de linea celular y la diferenciacion es especifica del estado
de las células hematopoyéticas. También se sugiere que este ectoenzima
puede estar implicado en la regulacion de la proliferacion de las células

pre-B.

1.4.6. Pirrolidon Carboxipeptidasa.

Existen dos actividades especificas y diferenciadas de pirrolidon

carboxipeptidasa segin la localizacion, la actividad pirrolidon carboxipeptidasa I,

localizada a nivel citosolico, y la actividad pirrolidon carboxipeptidasa II, localizada a

nivel de membrana (también llamadas piroglutamato aminopeptidasas [ y I, Pcp I y Pcp

I1, respectivamente). También se ha descrito esta actividad a nivel del suero, donde se

le denomina tiroliberinasa (Cummins y O'Connor, 1998).
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1.4.6.1. Pirrolidon Carboxipeptidasa |
- Clasificacion de peptidasas: Clan CF, familia C15, MEROPS ID: C15.010
- Clasificacion enzimatica del NC-UIBMB: E.C. 3.4.19.3.

Accion.

Sustrato

artificial.

Propiedades

moleculares.

Figura L.2. Estructura tridimensional
propuesta para la enzima pirrolidon

carboxipeptidasa 1.

Libera un grupo piroglutamico N-terminal de péptidos y proteinas, no
siendo el segundo aminoacido Pro, ademas de aminoacil-B-naftilamidas,

aminoacil-metilcumarinasy aminoacil-p-nitroanilidas.

pGlu-B-naftilamida

Cistein-peptidasa monomérica de 24 KDa y pH 6ptimo entre 6.5-8.5. es
un enzima sulfidril-dependiente, mostrando un requerimiento estricto de
agentes como el DTT o 2-mercaptoetanol (2-ME). Se inhibe por
iodoacetamida y otros agentes bloqueantes de grupos sulfidrilos.
También es muy sensible a trazas de metales pesados. Tiene dos residuos
de Cys, uno de los cuales esta implicado en su actividad catalitica
(Figura 1.2.).
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Distribucion.

Aspectos

biologicos.

Exopeptidasa ampliamente distribuida por diferentes especies y tejidos

a nivel citosoélico, tales como musculo esquelético, cerebro y rifion.

Capaz de liberar residuos piroglutamicos N-terminales de péptidos
biologicamente activos, incluyendo TRH, GnRH, neurotensina y
bombesina. Aunque su papel no esta claro todavia, puede contribuir al
catabolismo intracelular de péptidos hacia aminodcidos libres, los cuales

pueden ser reincorporados a rutas biosintéticas (Mantle et al., 1991).

1.4.6.2. Pirrolidon carboxipeptidasa II
- Clasificacion de peptidasas: Clan MA, familia M1, MEROPS ID: M01.008
- Clasificacion enzimatica del NC-UIBMB: E.C. 3.4.19.6.

Accion.

Sustrato

artificial.

Propiedades

moleculares.

Distribucion.

Libera el grupo piroglutdmico N-terminal de tripéptidos pGlu-His-X y
tetrapéptidos pGlu-His-X-Gly, con estrecha especificidad por sustratos
como la TRH, ademas de el Glu del Glu-His-Pro-B-naftilamidas.

pGlu-B-naftilamida

Metalopeptidasa glicosilada, zinc-dependiente de alto peso molecular,
230 KDa, formada por dos subunidades. Se inhibe por 1,10-fenantrolina
y agentes quelantes como el EDTA. PH 6ptimo de 7.3.

Ectoenzima localizada concretamente como proteina integral de
membrana en la superficie de células neuronales (no células gliales),
aunque también se encuentra en todo el SNC, retina, pulmoén y otros

tejidos.
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Aspectos
biologicos.  La alta especificidad por su sustrato TRH o analogos de TRH (Wilk,
1989). Estaregulada por hormonas tiroideas (Schomburg y Bauer, 1995)

y estrogenos (Cummins y O’Connor, 1998) de forma especifica de tejido.

1.4.7. Leucina Aminopeptidasa.
- Clasificacion de peptidasas: Clan MF, familia M17, MEROPS ID: M17.001
- Clasificacion enzimatica del NC-UIBMB: E.C. 3.4.11.1.

Accion. Libera un aminoacido N-terminal, preferentemente Leu pero pueden ser
otros aminoacidos, incluyendo Pro aunque en menor medida, de

péptidos, aminoacil-B-naftilamidas y aminoacil-p-nitroanilidas.

Sustrato

artificial. Leu-B-naftilamida

Propiedades
moleculares. Metalopeptidasa monomérica de 324 KDa. Se inhibe por amastatina y
bestatina. Se activa por iones de metales pesados (Mn**, Mg**, Co*"). El

sitio activo tiene dos Zn**. pH éptimo de 9-9.5. (Figura 1.3.)

Figura L.3. Estructura tridimensional
propuesta para la enzima leucina

aminopeptidasa.
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Distribucion.

Aspectos

biologicos.

Enzima ampliamente distribuida y localizada en células de animales,

plantas y también en bacterias.

La funcion precisa en animales todavia no es bien conocida, aunque
parece actuar en la degradacion de oligopéptidos, incluyendo péptidos
hormonales. La leucina aminopeptidasa es de una importancia bioldgica
y médica significativa, ya que su actividad se encuentra alterada en
patologias como el cancer (Umezawa, 1980) y cataratas (Taylor et al.,
1982). Ademas puede participar en estadios tempranos de la infeccion
de HIV y ser, su actividad sérica un marcador de la infeccion por HIV y

de respuesta a quimioterapia (Pulido-Cejudo et al., 1997).

1.4.8. Tirosina Aminopeptidasa.

Aunque todavia no se ha clasificado como tal, ha sido descrita una actividad

tirosil aminopeptidasa (Hui et al., 1998).

Accion.

Sustrato

artificial.

Propiedades

moleculares.

Libera un resto Tyr N-terminal de las Met-encefalinas e hidroliza
aminoacil-f-naftilamidas de aminoacidos con cadenas laterales alifaticas,

polares no cargadas, cargadas positivamente o aromaticas.

Tyr-B-naftilamida

Cistein-peptidasa dependiente de grupos tioles de una sola cadena
polipeptidicade 110 KDa. Se inhibe con agentes quelantes (EDTA, 1,10-
fenantrolina) y es muy sensible a la inhibiciébn por amastatina y
puromicina, también a los metales divalentes como Mn*', Zn**, Co*,
Cu?*, Ca®". Sin embargo, Mg”" lo restaura y el DTT es necesario para

mantener la actividad enzimatica. pH 6ptimo de 7.
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Distribucion. Distribucion heterogénea, ha sido descrito exclusivamente en neuronas

Aspectos

biologicos.

del SNC de cerebro de ratas (corteza e hipocampo), no en tejidos

periféricos.

Su enriquecimiento en sinaptosomas y terminaciones nerviosas sugiere
que juega un papel importante en la neurotransmision y diferenciacion

sindptica. Degrada encefalinas.



2. LA GLANDULA MAMARIA
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2.1 INTRODUCCION

La glandula mamaria, cuya funcion es la secrecion de leche para amamantar a
la prole, se adapta para esta funcion desarrollando un niumero de glandulas adecuado
para mantener a un determinado niamero de recién nacidos, dependiendo de las especies
(Zwieten, 1984). En roedores, las glandulas mamarias estan alineadas ventro-
lateralmente a lo largo de la linea de la leche, desde las cervicales hasta la zona inguinal.
Solo existe una porcion de la glandula mamaria externamente visible en las hembras,
el pezon, estructura cutanea localizada ventro-lateralmente, a partir del cual se extiende
el resto de la glandula dorso-lateralmente como una capa de tejido fibro-adiposo en un
plano subcuténeo.

Las ratas hembras tienen seis pares de glandulas mamarias, localizdndose el
quinto y sexto par en la region inguinal, el primer par en la zona cervical, el segundo y
tercer par en la zona toracica, y un par abdominal. En machos es un 6rgano atrofiado
que raramente da origen a tumores espontdneos o es objeto de estudios de
carcinogenicidad. El tamafio y distribucion de las mamas variara en funcion de la edad,

sexo, estimulacion hormonal y condicion reproductiva (Russo ef al., 1989b).

2.2. ESTRUCTURA DE LA GLANDULA MAMARIA

La clésica descripcion de la distribucion de la glandula mamaria se refiere a
mamas de hembras pariparas que han alcanzado la madurez, en las que el primer par,
o par cervical, se extiende hacia las glandulas salivares de la mandibula y las parétidas
y lateralmente a lo largo de la zona medial superior, alcanzando la almohadilla de tejido
adiposo interescapular. El segundo y tercer par de la region tordcica, se extienden lateral
y dorsalmente desde los pezones, los cuales estan localizados medialmente. El par
abdominal y los dos inguinales se extienden medialmente en la region pubica,
caudalmente a la region perianal y lateralmente a los miembros inferiores (Zwieten,
1984; Russo et al., 1989b). La arquitectura basica de la glandula mamaria de rata es una
estructura compleja compuesta de parénquima y estroma (Daniel y Silberstain, 1987;
Russo et al., 1989b). El parénquima consiste en uno o dos conductos galactdéforos
principales que crecen desde el pezon hasta los alrededores del tejido graso.El

crecimiento de la gldndula mamaria es el resultado de un proceso combinado de
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alargamiento de los conductos principales de forma recta en las areas cercanas al pezon,
conocida en la rata como zona A (Russo, 1983; Russo y Russo, 1986; Russo et al.,
1989a; Russo et al., 1989b) (Figura 1.4.). Los conductos mamarios son estructuras
tubulares con las paredes compuestas de dos tipos celulares principales, una capa interna
de células epiteliales, bordeando el lumen y una capa externa y discontinua de células
mioepiteliales que descansan en la membrana basal. En la siguiente porcion, conocida

como zona B, tendra lugar la ramificacion en pequefos conductos y brotes laterales.

Figura 1.4. Crecimiento de la glandula mamaria en ratas.

La porcion de la glandula opuesta al pezon (zona C) cuenta con las estructuras
ductales terminales de crecimiento mas activo, los brotes terminales (del inglés Terminal
End Bud, TEB) (Russo et al., 1982; Russo et al., 1990) (Figura 1.5.).Estas estructuras
representan el principal lugar de mitosis que facilita la elongacion ductal y la
ramificacion en el tejido adiposo mamario. Varian en forma y tamafo, con un didametro
entre 0.1-0.5 mm, siendo de mayor tamafio en los conductos terminales periféricos
(Hovey et al., 2002).

Los TEB estan compuestos de un epitelio de multiples capas formado por
grandes células cuboides que muestran un alto grado de proliferacion. En la superficie
basal de esta estructura, bajo la lamina basal se encuentran las células de recubrimiento
(del inglés cap cells) (Williams y Daniel, 1983). Estas c€lulas pierden las caracteristicas
de células diferenciadas; pierden la polaridad citopldsmica, no forman uniones celulares

y no contienen los elementos de un citoesqueleto altamente organizado, ademas de
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considerarse como una poblacion pluripotencial de células madre, capaces de
diferenciarse hacia tipos celulares ductales o mioepiteliales mamarios (Daniel y
Silberstein, 1987).

Figura L.5. Brotes terminales mamarios.

Conforme el conducto ductal se va desarrollando, las células de cubierta pueden
reponerse a lo largo del perimetro de los TEB y adquirir caracteristicas de células
mioepiteliales. Otro grupo de estas células migrara hacia el lumen para dar lugar a las
células del cuerpo (del inglés body cells), que posteriormente constituirdn el epitelio
ductal (Hovey et al., 2002).

Los cuerpos celulares de las TEB experimentan continuas mitosis pero también,
simultdneas apoptosis.

En la elongacion ductal que ocurre durante la pubertad, los conductos ductales
(Figura I.6.) también generan ramificaciones que rellenan los espacios del tejido graso

mamario dirigidos por las TEB (Hovey et al., 2002).
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Figura 1.6. Unidades ducto-lobulillares.

2.3. DESARROLLO Y MORFOGENESIS DE LA GLANDULA MAMARIA

En la mayoria de las especies, la glandula mamaria presenta un crecimiento
isométrico antes de la pubertad. Estudios sobre las diferencias sexuales en la
histogénesis de la glandula mamaria indican que la mama de roedores es sensible a las
influencias de los esteroides gonadales durante el estado prenatal, siendo determinado
el fenotipo sexual de la mama sobre el dia 14 de gestacion (Sakamura, 1987). Como
hemos comentado, la glandula mamaria de rata se desarrolla a partir de un conducto
galactoforo principal, que se ramifica en multiples conductos secundarios, cuyo nimero
aumentara con la edad del animal. A partir de la segunda semana de vida posnatal, los
conductos se ramifican rapidamente. Estas ramificaciones terminan en TEB de

apariencia abombada. El nimero de TEBs es méximo cuando la rata tiene 21 dias de
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edad, a partir de este momento los TEB empiezan a dividirse dando lugar a los brotes
alveolares, AB. La progresiva diferenciacion de TEBs a ABs se acentlia en cada ciclo
del estro (Russo ef al., 1989a).

El inicio de la funcion ovarica y el comienzo de la pubertad aproximadamente
alos 23 dias de edad del animal, se manifiesta en un aumento de los niveles circulantes
de gonadotropinas y estroégenos, entre los 23 y 35 dias de edad (Hovey et al., 2002).
Seguido del inicio de la pubertad, el area de la glandula mamaria en rata (Sinha y
Tucker, 1966) y raton (Flux, 1954), incrementa entre 3.5 y 5 veces hasta los 40-50 dias
de edad, llegando a una meseta a los 100 y 110 dias, respectivamente. Alrededor de los
26 dias de edad, los conductos terminales se alargan y adquieren una forma bulbosa,
formando estructuras conocidas como brotes terminales, los anteriormente citados TEB
(Hovey et al., 2002).

El ovario, a su vez depende de las gonadotropinas hipofisarias para su desarrollo
y funcion. La hormona luteinizante (del inglés Luteinizing Hormone, LH ) hipofisaria
y la hormona estimulante del foliculo (del inglés Follicle Stimulating Hormone, FSH)
interaccionan con la hormona del crecimiento y la prolactina para modular la
esteroidogénesis ovarica, asi como la secrecion de glicoproteinas no esteroideas tales
como la inhibina y activina (Yung, 1988; Woodruff'y Mayo, 1990; Peluso, 1992; Russo
y Russo, 1994).

En general, los estrogenos son responsables del crecimiento ductal de la mama
y la progesterona es necesaria para el crecimiento lo6bulo-alveolar en raton (Chatterton,
1971). Es posible que los estrogenos estimulen la secrecion de factores de crecimiento
tales como EGF (del inglés Epithelial Growth Factor) (Tonelli y Sorof, 1981) u otros
factores de crecimiento de origen mamario o extra-mamario que pudieran sensibilizar
a la glandula mamaria a la accidon de factores mitogénicos (Dembinski y Shiu, 1987).
Los efectos mamogénicos de los esteroides ovaricos son muy dependientes de la
integridad de la hipofisis, ya que los efectos de los estrogenos y la progesterona no se
pueden poner de manifiesto en animales hipofisectomizados (Nandi, 1958). La
elongacion ductal y ramificacion, que ocurre durante la pubertad, esta positivamente
regulada por los estrégenos ovaricos y la GH hipofisaria, que a su vez podria actuar a

través de su mediador local, el factor de crecimiento semejante a la insulina I (del inglés
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Insulin- Like Growth Factor I, IGF-I) (Dickson et al., 1994). Ademas, en rata, los
estrogenos estimulan la secrecion de PRL hipofisaria. Esta hormona, mas que la
progesterona, parece regular el desarrollo l6bulo-alveolar de la glandula mamaria
ejerciendo un efecto directo sobre el crecimiento del parénquima y epitelio mamario
(Mizuno y Natio, 1956; Vonderhaar, 1988).

Como venimos comentando, la mama es el 6rgano dependiente de hormonas por
excelencia. Su desarrollo esta influenciado por diferentes hormonas y factores de
crecimiento, respondiendo de forma selectiva a determinados estimulos hormonales con
la diferenciacion o proliferacion celular (Russo ez al., 2002). La respuesta de la glandula
mamaria a este complejo hormonal e interacciones metabodlicas se traduce en cambios
en su desarrollo, que permanentemente modifican tanto sus caracteristicas bioldgicas
como su arquitectura (Russo y Russo, 1997b; Russo y Russo, 1998).

Diferentes hormonas poseen una influencia bioldgicamente significativa en el
normal desarrollo de la glandula mamaria asi como efectos significativos sobre su estado
funcional normal. Esta multiple influencia hormonal actiia de forma concertada para
generar una respuesta integrada, estando bajo el control del eje hipotalamo-hipofisis
anterior, el cual juega un papel primordial en el desarrollo y funcion de la glandula
mamaria (Brooks y Koizumi, 1980; Baulieu y Kelly, 1990). Para evaluar el papel de las
hormonas en la glandula mamaria neoplasica serd de ayuda revisar la influencia
hormonal necesaria para el desarrollo estructural y funcional de la gldndula mamaria.

A pesar de la complejidad de los sistemas endocrinos, las hormonas pueden ser
clasificadas en dos grandes categorias; aquellas que son reguladas por el sistema
nervioso central, por el eje hipotalamico-hipofisario, y en aquellas cuya produccion es
independiente del sistema nervioso central, hormonas del sistema periférico, las cuales

son reguladas por sus propios efectos (Baulieu y Kelly, 1990).
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2.4. NEUROENDOCRINOLOGIA DE LA GLANDULA MAMARIA

2.4.1. EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS

El desarrollo, anatomia y fisiologia de la hipofisis y su relacion con el
hipotalamo han sido extensamente estudiadas (Figura 1.7), especialmente en animales
de experimentacion, siendo la rata el animal mas frecuentemente utilizado (Baulieu y
Kelly, 1990; Stefaneanu ef al., 1994). De importancia para el desarrollo de la glandula
mamaria es la pars distalis o lobulo anterior de la hipofisis, que cuenta con cinco
categorias de células secretoras de hormonas: células somatotropas, las cuales secretan
la hormona del crecimiento; células lactotropas, secretoras de prolactina; células
corticotropas, que secretan la hormona adrenocorticotropina (ACTH, del inglés
adrenocorticotrophin) asi como otros péptidos derivados del péptido precursor
proopiomelanocortina (POMC), incluyendo la hormona estimulante de melanocitos a
y v (o / y-MSH, del inglés a / y-Melanocyte Stimulating Hormone), lipotropinas,
endorfinas y encefalinas; hormonas tirotropas, productoras de la hormona estimulante
del tiroides, TSH (del inglés Thyroid Stimulated Hormone); y las células gonadotropas,
productoras de la hormona luteinizante, LH y la hormona estimulante del foliculo, FSH
(Russo y Russo, 1996a).

2.4.1.1.Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH)

Ademas de su expresion en el hipotalamo, la GnRH también se sintetiza en
regiones extra-hipotalamicas del sistema nervioso central (Okon y Koch, 1977), asi
como en tejidos no neuronales como placenta humana (Seeburg y Adelman, 1984),
ovario (Oikawa et al., 1990), glandula mamaria (Palmon et al., 1994), prostata (Qayum
et al., 1990); Azad et al., 1993) y células linfoides (Azad et al., 1991; Blalock y Costa,
1989). La funcidn de este neuropéptido en tejido extra hipofisario esta sin esclarecer,
aunque recientemente se ha sugerido un papel autocrino / paracrino (Emons et al., 1997;
Schally, 1999), ya que una cantidad considerable de GnRH es sintetizada en la mama
(Palmon et al, 1994). La GnRH producida en la glandula mamaria podria actuar
localmente de una forma autocrina y / o paracrina. Localmente la produccion de

hormonas podria alcanzar concentraciones que fueran suficientes para unirse y activar
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a sus receptores. Por tanto, es posible que las adecuadas concentraciones de GnRH esten
presentes en el tejido mamario para activar lugares de union de baja afinidad (Leviet al.,
1996). La posibilidad de un papel autocrino / paracrino de la GnRH en la glandula
mamaria es apoyada por los estudios llevados a cabo por Kottler et al. (1997), que han
demostrado la co-expresion de ARNms tanto de esta hormona como de su receptor en
glandula mamaria humana, sugiriendo un papel regulador en la mama. En este sentido,
la presencia de GnRH en la leche humana, bovina y de rata en concentraciones
superiores a las encontradas en muestras plasmaticas apoyan la posibilidad de una

produccion local de dicha hormona (Baram et al., 1977).

| &\
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Figura L.7. Factores de liberacion hipotalamicos y adenohipofisarios.
Por otro lado, el descubrimiento de que no existen diferencias aparentes en la

expresion de ARNm de los receptores de GnRH en la glandula mamaria de ratas

virgenes, prefiadas y lactantes supone que la activacion de los receptores mamarios esta
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regulada por la disponibilidad de GnRH. En este sentido, estudios llevados a cabo para
determinar la posibilidad de que existieran isoformas de este receptor, pusieron de
manifiesto que la secuencia de nucleétidos del GnRHR clonado a partir de la glandula
mamaria de rata era idéntica a la de la hipdfisis, aunque RT-PCR de ARN de tejido
tumoral y normal hipofisario revela tres posibles transcritos de GnRHR, obtenidos a
partir del splicing parcial o total del exon 2 (Kottler et al.,1996). Esta observacion
apoyaria fuertemente la idea de que el splicing de GnRHR estuviera regulado de forma
dependiente de tejido. Sin embargo, transcritos para receptores de GnRH también ha
sido determinados en mama humana, pero no en ratdn, sugiriendo una regulacion génica
especifica de especie (Kakar et al., 1994; Ikeda et al., 1995).

2.4.1.1.1. Hormonas esteroideas ovdricas

En la glandula mamaria, los estrogenos son considerados como aquellos que
tienen un papel principal en promover la proliferacion tanto del epitelio mamario normal
como tumoral (Russo y Russo, 1997a; Russo y Russo, 1998). El estradiol actia
localmente en la glandula mamaria, estimulando la sintesis de ADN y promoviendo la
formacion de ramificaciones. Aunque la influencia de estrogenos en la actividad
proliferativa de las células epiteliales mamarias ha sido tradicionalmente considerada
por ser mediada por al menos tres mecanismos diferentes; uno mediado por receptor
(Anderson, 1982; Huseby et al., 1984; Dickson et al., 1986; Huff et al., 1988; Kumar
et al., 1987; King, 1992; Russo y Russo, 1996b), por un circuito autocrino / paracrino
(Dickson et al., 1986), o un mecanismo de retroalimentacién negativo (Soto y
Sonnesnchern, 1987), sin embargo, es aceptado de forma general, que la actividad
biologica de los estrogenos es mediada por un receptor nuclear estrogénico (ER). Este
receptor, activado por su ligando, forma un homodimero con otro complejo receptor-
ligando, activando la transcripcion de genes especificos que contienen los elementos
respuesta a estrogenos (ERE) (Tsai y O'Malley, 1994).

El hecho de que el epitelio mamario normal cuente tanto con receptores para
estrogenos como para progesterona nos lleva a suponer un mecanismo mediado por
receptor como el mas fiable en la regulacion hormonal del desarrollo de la mama (Russo

et al., 2000). Estudios llevados a cabo por Russo ef al. (Russo y Russo, 1980; Russo y
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Russo, 1987; Russo et al., 1992; Calaf et al., 1995; Russo y Russo, 1997a,b; Russo y
Russo, 1998), demuestran que la actividad proliferativa del epitelio mamario, tanto en
roedores como en humanos, varia con el grado de diferenciacion del parénquima
mamario. Es interesante el hecho de que el contenido en ERa y PgR en las estructuras
lobulares de la mama es directamente proporcional al indice de proliferacion celular,
siendo maxima en los indiferenciados Lob 1, disminuyendo progresivamente en Lob 2,
Lob 3 y Lob 4 (Russo et al., 2002).

Russo et al. (1999) postulan que las estructuras lobulares tipo 1 contienen al
menos tres tipos celulares; células ER positivas que no proliferan, células ER negativas
que son capaces de proliferar y una pequena proporcion de células ER positivas que si
tienen capacidad proliferativa. Por tanto, los estrégenos podrian estimular a las células
ER positivas para producir factores de crecimiento que estimulan a sus células vecinas
ER negativas, capaces de proliferar. En el mismo sentido, la pequefia proporcion de
células que son ER positivas y pueden proliferar podrian ser el inicio de tumores ER
positivos. Esta posibilidad existe, asi como, que las células ER negativas se conviertan
en ER positivas, hecho que ha sido descrito (Kodama et al., 1985; Podhacer et al.,
1986).

Por otro lado, la progesterona tiene un tiene un importante, pero controvertido
papel en la biologia de la glandula mamaria. Actda, junto con los estrogenos, a través
de su receptor especifico PgR en el epitelio normal regulando el desarrollo mamario
(Russo et al., 2000). Debe tenerse en cuenta que, muchas acciones de la progesterona
se dan frecuentemente, si no exclusivamente, sobre tejidos expuestos previamente a los

estrogenos.

2.4.1.1.2. Accion conjunta de estrogenos y progesterona.

El papel de estas hormonas sobre la actividad proliferativa de la mama,
indispensable para el crecimiento y desarrollo normal, ha sido durante largo tiempo, y
todavia lo es, objeto de fuertes controversias. Aunque los estrogenos son conocidos por
estimular la proliferacion celular, el epitelio mamario de mujeres sexualmente maduras
de ciclos normales no presentan un proliferacion méxima durante la fase folicular del

ciclo menstrual (Lippman et al., 1987; Calaf et al., 1995), cuando los estrégenos
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alcanzan niveles de 200-300 pg/ ml y la progesterona inferiores a Ing / ml (Goodman,
1994). En cambio, el epitelio mamario presenta una actividad proliferativa maxima
durante la fase luteal, cuando los niveles de progesterona alcanzan de 10 a 20 ng/mly
los niveles de estrogenos son dos o tres veces inferiores a los que se observan durante
la fase folicular (Goodman, 1994). Estas observaciones son contradictorias cuando las
analizamos a la luz de los datos obtenidos de un modelo experimental in vitro, ya que
los estrogenos estimulan la proliferacion de células mamarias en cultivo y tejido
mamario implantado en ratones desnudos atimicos. La progesterona, sin embargo, no
afecta o incluso inhibe el crecimiento celular en el mismo modelo (Huseby et al., 1987;
Katzenellenbogen et al., 1987; Laidlaw et al., 1995; Clarke et al., 1997). En este sentido,
estudios inmunocitoquimicos concluyen que el nimero de receptores ERa y PgR varia
con el grado de desarrollo lobular del 6rgano y que el contenido en receptores
esteroideos esta linealmente relacionado con el indice de proliferacion celular, asi como
que las células proliferantes son diferentes de aquellas que son ERa y PgR positivas de
acuerdo con los datos que indican que los estrogenos controlan la proliferacion celular
por un mecanismo indirecto (Russo et al., 2000). Todas estas ideas apoyan la hipotesis
actual de que los estrogenos y/o progesterona controlan la actividad proliferativa de las
células epiteliales luminales indirectamente mediante un mecanismo donde las células
que contienen receptores actilan como sensores que secretan factores de crecimiento
paracrinos positivos o negativos, de acuerdo con las concentraciones de estrogenos /
progesterona predominantes para influenciar la actividad de células cercanas entran en
division (Anderson, 2002).

Ya que la actividad proliferativa el epitelio mamario tanto en roedores como en
humanos, en respuesta a las hormonas circulantes, varia con el grado de diferenciacion
del parénquima mamario, la progresiva diferenciacion de Lob 1 hacia Lob 2 y éste a Lob
3, que ocurre bajo las influencias hormonales del ciclo menstrual, y la completa
diferenciacion del Lob 4 como resultado del embarazo, conduce a una significativa
reduccion en la actividad proliferativa del epitelio mamario (Russo ef al., 1992; Calaf
et al., 1995; Russo y Russo, 1997a,b; Russo y Russo, 1998).

Por tanto, el contenido en ERa y PgR en las estructuras lobulares de la mama es

directamente proporcional al grado de proliferacion celular. Estos tres parametros son
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maximos en Lob 1, la estructura mas indiferenciada, disminuyendo progresivamente
hasta Lob 4 (Dickson et al., 1986; Soto y Sonnenschein, 1987; Huseby et al., 1987; Huff
etal., 1988).

2.4.1.2. Hormona Liberadora de Tirotropina (TRH)

La presencia de esta hormona, junto con la GnRH, somatostatina, oxitocina,
neurotensina, colecistoquinina y melatonina, en la leche de varias especies (Baramet al.,
1977; Leake et al., 1981; Werner et al., 1982; Werner et al., 1985, 1986, 1988; Berseth
etal., 1990; Illnerova et al., 1993), llevo a pensar que quizas existiera una expresion de
TRH extra-hipotalamica (Chen et al., 1999), pero estudios llevados a cabo por Strbak
et al., 1991 concluyeron que aunque dicho péptido esté presente en la leche, no existe
una sintesis de TRH en glandula mamaria. Por otro lado, recientemente se han
identificado receptores para TSH extra-tiroidales (Roselli-Rehfuss et al., 1992; Paschke
etal.,1994; Davies, 1994; Endo y Onaya, 1994), concretamente en tejido graso, aunque

en tejido mamario atin no han sido descritos.

2.4.1.2.1. Hormonas Tiroideas

Las hormonas tiroideas, junto con la PRL, juegan un papel importante en la
regulacion del desarrollo de la glandula mamaria del ratén. La disminuciéon de los
niveles séricos de hormonas tiroideas se traduce en el crecimiento retardado del sistema
de conductos y en un desarrollo alveolar escaso o nulo (Hadley, 1997).

Normalmente se producen mayores cantidades de tiroxina T, que de
triyodotironina T, siendo la concentracion de T, en suero humano unas 50 veces
superior a la de T,. A pesar de esta diferencia en las concentraciones existen fuertes
evidencias que apoyan que la T es la principal hormona tiroidea fisiologicamente
activa, que regula la actividad celular en muchas especies.

La presencia de hormonas tiroideas en la leche de mamiferos llevo a pensar, en
un principio, que estas procedian de la circulacion sanguinea, pero no se conocia el
mecanismo por el que pasaban de la circulacion sanguinea a la glandula mamaria. El
contenido en hormonas tiroideas en la glandula mamaria diferia mucho de T, a T;,

siendo superiores las concentraciones de ésta ultima incluso respecto a sus
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concentraciones en suero. Por tanto, se asumio que existia una generacion de T, a partir
de T, a nivel local en glandula mamaria. A finales de los afios 80, fue descrito un
sistema de deiodinacion de hormonas tiroideas en el tejido mamario de ratas y vacas, asi
como en la leche. Este descubrimiento se asocié con la produccion mamaria de T, a
partir de T, por la enzima tiroxin deiodinasa (5'D), aunque también exista una
transferencia de T, desde el torrente sanguineo a la leche (Slebodzinski et al., 1999).
En este sentido, el epitelio mamario normal expresa también los genes que
codifican para receptores de hormonas tiroideas, por tanto es sensible a la T;. La T,
regula el desarrollo 16bulo-alveolar, incrementa las uniones de PRL y aumenta la
produccion de leche inducida por insulina, PRL e hidrocortisona (Singh y Bern, 1969;
Vonderhaar y Greco, 1979; Selliti et al. , 1983). La hormona T, también modula la
expresion de receptores de estrogenos (Cidlowski y Muldoon, 1975; Zhu et al., 1996).

2.4.1.3. Prolactina.

La prolactina (PRL) es una hormona con un repertorio de acciones bioldgicas
muy amplio, y dado que los variados efectos de esta hormona generalmente tienen
alguna relacion con las respuestas fisioldgicas esenciales para el éxito reproductor, se
le ha llamado ““ hormona de la maternidad”. Es capaz de ejercer un efecto directo sobre
el crecimiento del epitelio y parénquima mamario (Mizuno y Natio, 1956). El control
del desarrollo de la glandula mamaria y la estimulacion de la sintesis de leche son
procesos complejos que implican la participacion de muchas hormonas que, en muchas
especies, incluyen estrogenos, insulina, glucocorticoides, progesterona y somatotropina.
Por tanto el crecimiento y desarrollo de las mamas asi como la lactogénesis en la mujer
esta regulada, en parte por esta hormona lactotropica de la hipofisis (Hadley, 1997).

Los estrogenos estimulan la secrecion de PRL en la hip6fisis anterior y estimulan
la sintesis de PRL mediante un efecto directo sobre la transcripcion del gen de la PRL.
Estos aumentan la actividad mitética y el nimero de células lactotropas en la hipofisis.

Dado que la glandula mamaria es un derivado tegumentario y se considera que
estarelacionado filogenéticamente con las glandulas sudoriparas, se puede concluir que

la accion mamotrdpica altamente especializada de la PRL en humanos y en la mayoria
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de mamiferos puede haber evolucionado a partir de una accion mas generalizada de la

hormona sobre varias funciones tegumentarias (Hadley, 1997).

2.4.1.4. Hormona del Crecimiento (GH) 6 Somatotropina (STH): Eje GH-IGF-I.

Es probable que las acciones de la STH sobre distintos tejidos estén mediadas
por laproduccion local de IGF-I, IGF- 11, o posiblemente otras somatomedinas (Hadley,
1997). Mientras que la hormona del crecimiento se considera el factor responsable de
la morfogénesis mamaria ductal (Kleinberg ef al., 1990; Feldman et al., 1993), IGF-I
parece ser un factor necesario para el desarrollo normal de la glandula mamaria (Ruan
y Kleinberg, 1999). El IGF-I tiene capacidad para modular la morfologia de la glandula
mamaria en diferentes momentos a lo largo de la vida, incluida la pubertad (Sachdev y
Yee, 2001). Actualmente, se sabe que las acciones de la GH en el desarrollo del tejido
mamario normal son mediadas por IGF-1, (Figura 1.8.) e incluso que la GH y el IGF-I
median el desarrollo mamario glandular junto con los estrégenos (Kleinberg et al.,
2000). El estradiol incrementa la expresion, mediada por la GH, del ARNm de IGF-I
en tejido mamario normal (Ruan et al., 1995). El desarrollo de la glandula mamaria
puede ser dividido en diferentes etapas, todas influenciadas por el eje GH-IGF-I, y
aumentado su efecto por los estrogenos (Laban et al., 2003). Los estrogenos aparte de
ser fundamentales para el desarrollo mamario normal y de regular las rutas de
sefializacion del IGF-I, mantienen una relacion reciproca con este factor en la que IGF-I
puede regular los ER y mediar la sintesis de estos de forma independiente de estrogenos
(Lee et al., 1997, Stoica et al., 2000).

E1IGF-I es necesario para el proceso de morfogénesis ductal; en ausencia de este
factor el desarrollo mamario no ocurre, aun en presencia de estrogenos (Ruan y
Kleinberg, 1999). El IGF-I también podria estar involucrado en el mantenimiento de la
glandula mamaria adulta durante la lactancia (Laban et al., 2003), es decir, en la
prevencion de la apoptosis durante la involucion post-lactacional.

En cuanto a la GH, tanto sus transcritos como la proteina han sido localizados
en células epiteliales de tejido normal. En este sentido, un aumento en los niveles del

ARNm codificante para el receptor de GH (GHR) y de la propia proteina han sido
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descritos tanto en los componentes estromales como epiteliales del tejido mamario
Laban et al., 2003).
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Figura L.8. Eje Gh-IGF-I-Glandula Mamaria.

2.4.1.5. Oxitocina
La oxitocina (OT) fue la primera hormona peptidica cuya estructura primaria fue
identificada (du Vigneaud et al., 1953). Posteriormente el péptido fue sintetizado

quimicamente y aplicado en clinica para facilitar e inducir el parto. Los primeros efectos

5
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fisioldgicos reconocidos para la oxitocina fue la estimulacion de las contracciones
uterinas y la eyeccion de leche (Kimura et al., 2003).

El principal 6rgano diana de la OT es la glandula mamaria de la hembra gestante.
La OT produce la contraccion de las células mioepiteliales, ocasionando un aumento de
la presion intramamaria y la eyeccion de leche desde los alveolos y conductos hacia el
exterior a través de las mamas (Hadley, 1997). En este sentido, la OT ha sido descrita
por ser comun en cé¢lulas sanas de tejido mamario (North et al., 1995).

La presencia de cantidades equivalentes de oxitocina plasmadtica asi como un
nimero similar de neuronas oxitocinérgicas, tanto en machos como en hembras, sugiere
un papel fisioldgico y endocrino mas general de esta hormona (Jankowski et al., 2000).

La senal de la oxitocina es traducida a su efecto fisiologico a través de su
receptor, OTR ( del inglés Oxytocin Receptor). E1 OTR fue identificado en la glandula
mamaria de rata por primera vez, mediante un ensayo farmacoldgico de union a ligando
(Soloff'y Swartz, 1973).

La oxitocina actiia como un regulador del crecimiento a través de la activacion
de los sus receptores, distribuidos en la superficie celular (Sapino et al., 1998; Cassoni
et al.,2001). A diferencia de otros sistemas de receptores hormonales, en los que la
respuesta bioldgica estd modulada por cambios en la concentracion de hormonas, el
sistema OT /OTR esta fuertemente regulado por cambios en la expresion de los OTR,
aunque hasta la fecha, los reguladores de los niveles de OTR en la glandula mamaria aun

no son conocidos (Copland et al., 1999).

2.4.2. OTRAS HORMONAS IMPLICADAS: OPIOIDE, SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA
Y MELATONINA.

2.4.2.1. Opioides

El sistema opioide es uno de los principales sistemas inhibidores de mamiferos.
Estos péptidos han sido identificados en glandula mamaria normal, asi como sus
receptores. En la mama han sido descritos algunos mecanismos de accion de dichos
péptidos como la modulacion de receptores de esteroides, secrecion de proteasas e

interaccion con elementos del citoesqueleto (Panagiotou et al., 1997, 1998, 1999).
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Estudios realizados por Hatzoglov ef al. (2000) mostraron una disminucion del
crecimiento celular en mama, mediante alguna ruta atin desconocida, aunque, en algunos
estudios, se abre la posibilidad de que este mecanismo inhibidor de los opidceos podria
incluir a otros sistemas de receptores de membrana como la somatostatina. La
modificacion de la proliferacion celular por opioides podria deberse a una parada

especifica de células en una fase determinada del ciclo celular (Panagiotou et al., 1999).

2.4.2.2. Sistema Renina-Angiotensina

Varios estudios muestran que los componentes del sistema renina-angiotensina
poseen multiples, algunas veces opuestas, propiedades funcionales, aparte de sus efectos
vasoconstrictores y funciones controlando el volumen sanguineo y homeostasis. En este
sentido, ha sido descrita una actividad angiogénica y proliferativa tanto en sistemas in
vivo como in vitro, por la Ang II, siendo implicada en el crecimiento vascular tanto
patoldgico como normal (Fernandez et al., 1985; Bell y Madri, 1990; Le Noble et al.,
1991; Stoll et al., 1995; Hu et al., 1996; Andrade et al., 1996; Machado et al., 2000).

2.4.2.3. Melatonina

Diferentes datos sefialan un posible papel modulador de la melatonina en el
crecimiento de la glandula mamaria (Mediavilla et al.,, 1993). Coto-Montes et al.,
(2003) afirman que dicho papel puede ser debido a dos causas diferentes; que la
melatonina pudiera afectar al desarrollo mamario indirectamente, por cambios en los
niveles circulantes de algunas hormonas gonadales e hipofisarias que controlan la
mamogénesis, 0 por un mecanismo en el que la melatonina pudiera influenciar el
crecimiento mamario mediante una accion directa sobre el tejido mamario, ya sea
mediante un papel antioxidante o a través de receptores nucleares. En este sentido, se
ha descrito la existencia de lugares de union de melatonina en el nucleo celular de
glandula mamaria de ratén, aunque los resultados obtenidos hacen suponer que la
glandula mamaria hace la funcion de reservorio de melatonina. Esta afirmacion se deriva
de que valores de K, (constante de disociacidon) obtenidos para la union de melatonina
al nticleo, por la noche, correlaciona con los niveles plasmaticos de esta indolamina en

este periodo, mientras que valores de K, obtenidos durante el dia, nunca podrian ser
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saturados por la melatonina plasmatica. Sélo si es acumulada en la glandula mamaria,
se alcanzaran los niveles suficientes de melatonina para unirse y activar a estos
receptores nucleares. En este sentido, la melatonina almacenada en esta glandula alcanza
dos puntos de magnitud superior a la plasmatica durante el dia (Coto-Monksa, sin
publicar). Una explicacion para los altos niveles de melatonina en la glindula mamaria
de ratén es el alto contenido de tejido adiposo que contiene esta glandula y la alta
lipofilicidad de la melatonina.

Por otro lado, la melatonina es un antioxidante involucrado en la proteccion
celular contra el ataque de los radicales libres. Esta reacciona tanto con oxigeno reactivo
como con especies de nitrogeno (Allegra et al., 2003), justificando, al menos en parte,
la accion protectora de la melatonina bajo condiciones de alto estrés oxidativo. De tal
forma que la presencia de altas cantidades de melatonina, junto con sus lugares de union
en la glandula mamaria, pueden contribuir a la defensa frente a radicales libres en el

tejido mamario.



3. EL CANCER DE MAMA
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3.1. GENERALIDADES

El cancer consiste en el crecimiento descontrolado y la diseminacién de células
anormales en el organismo, que invaden y dafan tejidos y drganos. Es la segunda causa
de muerte en los paises desarrollados y concretamente es Espana, 82.000 personas
mueren cada afio como consecuencia de esta enfermedad. El cancer no es una unica
enfermedad, sino un grupo de al menos 100 enfermedades distintas, aunque relacionadas
a menudo con causas diferentes. Su aparicion no se debe a un unico factor sino a la
combinacion de varios factores que se engloban en dos grupos: la herencia genética y
el ambiente. Por otra parte, en la aparicion de la mayoria de los canceres influye sobre
todo la exposicién a agentes quimicos y radiaciones que afectan a las células
alterandolas genéticamente, asi como los hébitos de vida (tabaco, alcohol, dieta,...) y
algunas infecciones (ciertos virus causantes de papilomas genitales, de la hepatitis B,...).
En definitiva, el céncer es un grupo de enfermedades de origen multigénico y

multifactorial (revisado en Muioz, 1997).

3.1.1. EL PROCESO DE CARCINOGENESIS
La carcinogénesis o aparicion del cancer es el resultado de dos procesos

sucesivos: el aumento descontrolado de la proliferacion de un grupo de células que da
lugar a un tumor o neoplasia, y la posterior adquisicion por estas células de capacidad
invasiva, que les permite diseminarse desde su sitio natural en el organismo y colonizar
y proliferar en otros tejidos u 6rganos (proceso conocido como metastasis) (Figura 1.9.).
Un aumento del crecimiento de un grupo de células en el lugar donde
normalmente se hallan, se conoce como tumor benigno. Los tumores benignos, se
pueden eliminar completamente mediante cirugia. Por el contrario cuando las células de
un tumor son capaces de invadir tejidos circundantes o distantes, tras penetrar en el
torrente sanguineo o linfatico, y formar metéstasis, se habla de tumor maligno.
Previa a la formacion del tumor se origina una hiperplasia, es decir, un aumento
controlado del numero de células. Estas se pueden clasificar en hiperplasias usuales o
sin atipia, donde no se observan variaciones en la citologia y arquitectura del epitelio
proliferado, o hiperplasias con atipia o atipica, donde se observan modificaciones

citoldgicas o estructurales celulares semejantes a las de un carcinoma.
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En cuanto a las células que forman el tumor, benigno o maligno, todas derivan
de una solo célula, es decir, los tumores son monoclonales. El proceso de formacion de
un tumor a partir de una célula implica la acumulacion sucesiva de alteraciones en las
células durante un periodo de afios. Hoy se piensa que desde el inicio del proceso hasta
que un cancer puede ser diagnosticado transcurren una o mas décadas. Este es el proceso
de progresion tumoral, que se compone de cambios genéticos y de la seleccion
progresiva de células cada vez mas anormales en su crecimiento y comportamiento,
adquiriendo la capacidad de invadir el tejido circundante y posteriormente, de originar

metastasis (Mufioz, 1997).
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Figura L.9. Proceso de carcinogénesis.

3.1.2. TIPOS DE CANCER

En nuestro organismo existen unos 200 tipos celulares distintos, y si en un
principio cualquiera de ellas puede potencialmente originar un tumor, en realidad el 90%
de los tumores se originan a partir de células epiteliales (carcinomas). Otros tipos
mayoritarios de tumores son los derivados de tejido conectivo o muscular (sarcomas),
de la sangre (leucemias, linfomas, mielomas), o de células del sistema nervioso
(neuroblastomas, gliomas). Se podria pensar que quizas estas células, es decir, aquellas

a partir de las cuales se originan tumores mas frecuentemente, fueran mas susceptibles
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al desarrollo de un tumor, pero parece ser que el motivo es otro. Las células epiteliales
son las que mantienen durante mas tiempo en la vida del individuo la capacidad de
dividirse, y por tanto, la funcionalidad de la maquinaria de proliferacion. Por otro lado,
debido a su localizacion recubriendo las superficies externas e internas del organismo,
las células epiteliales estdin mas expuestas a la accion de agentes toxicos de todo tipo que
pueden alterar su comportamiento.

Aunque muy minoritarios respecto a los canceres esporadicos, existen casos de
predisposicion congénita al desarrollo de ciertos canceres (canceres hereditarios).
Existen dos causas principales: alteraciones en los genes de reparacion del ADN o
mutaciones en oncogenes y/o en genes supresores que aparecen en las células
germinales, espermatozoides u 6vulos, y son trasmitidas de una generacion a otra. Es el
caso del 5-10 % de los canceres de mama, en los que se transmite una version alterada
de los genes BRCA1 y BRCA2. No se trata de que un individuo que padezca cancer lo
transmita a sus descendientes, si no de que la herencia de algunas mutaciones en ciertos
genes puede predisponer a padecer tipos concretos de canceres en individuos de una
familia durante generaciones.

Los céanceres se clasifican en categorias seglin el 6rgano o tejido en el que se
originan, con subdivisiones de acuerdo con el tipo especifico de célula, su localizacion
en el organismo y la estructura del tumor. De esta forma se consideran un centenar de
canceres, cuya clasificacion no tendria sentido si no fuera por el hecho de que cada tipo
es una entidad distinta. También existen distintos nombres para distinguir dentro de
cada tipo de tumor aquellos que son benignos de los que son malignos y ocasionaran un
cancer. Un adenoma es un tumor benigno epitelial, mientras que un adenocarcinoma es
su correspondiente tumor maligno. El prefijo “adeno” se refiere a un epitelio secretor,

mientras que “escamoso” se reserva para los de recubrimiento (Mufioz, 1997).

3.1.3. ETAPAS DEL CANCER

La primera fase de un tumor es la alteracion de la capacidad de proliferacion de
una célula como resultado de una mutacion en uno de los genes que la controlan. Es la
iniciacion, y al agente que la causa se le 1lama iniciador. Esta célula iniciada crece a una

velocidad ligeramente superior a las normales, y puede pasar inadvertida durante un
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periodo de tiempo muy largo. El aumento de la incidencia del cancer provocado por una
repetida exposicion a un carcindgeno de cualquier tipo indica la necesidad de
mutaciones sucesivas. La incidencia del cancer es posible aumentarla por el tratamiento
con sustancias que no producen mutaciones: los agentes promotores tumorales. Estos
acttian modificando los productos de genes implicados en el control de la proliferacion
celular, de modo que su papel es colaborar con la mutacion iniciadora, y solo causan
cancer cuando actuan de modo repetido tras el carcindgeno iniciador.

La siguiente fase, la promocion, es aquella en la que el agente promotor estimula
el crecimiento de las escasas células iniciadas que con una solo mutacion tenian
ligeramente alterado el crecimiento. Este aumento de células con una mutacion favorece
la posibilidad de que alguna de ellas acumule una nueva mutacion, que la haga proliferar
de forma mas rapida, ya que la division celular aumenta el riesgo de adquirir
mutaciones. La reducida posibilidad de mutaciones espontaneas hace que la duracion
de esta fase, en que el tumor atn no es visible, sea muy larga.

La tercera fase es la progresion tumoral o adquisicion de nuevas alteraciones
genéticas que provocan un aumento de la malignidad, con adquisicion de capacidad

invasiva y metastatica (Munoz, 1997).

3.1.4. CAPACIDAD INVASIVA Y METASTASIS

El fallo de los tratamientos y la muerte de los pacientes con cancer es casi
siempre debido a la metastasis. La capacidad de formar metéstasis (Figura I.10) se basa
en la adquisicion de invasividad por las células del tumor primario. Por tanto, la
invasividad es una caracteristica esencial del cancer. La invasividad incluye a su vez
varios procesos: pérdida de la adhesion celular, degradacion de la matriz extracelular y
movilidad. Actualmente se cree que el proceso de aparicion de células invasivas
comienza en una fase relativamente temprana del crecimiento del tumor primario. Es
decir, la metastasis requiere tumorigenicidad e invasividad, procesos que se inician en
este orden pero que se solapan parcialmente, de modo que mutaciones que proporcionan
a las células tumorales la capacidad de invadir y formar posteriormente metastasis se
comienzan a acumular ya durante la fase de crecimiento del tumor primario. El

crecimiento de un tumor, tanto primario como secundario, mayor de 5-10 mm de
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didmetro requiere de vascularizacion. Sin la cercania de vasos sanguineo, las células
tumorales no solo no pueden diseminarse, sino que mueren por deficiencia de nutrientes
y oxigeno, y la incapacidad de eliminar el anhidrido carbonico, acido lactico y otras
sustancias de desecho debido a que los intercambios por simple difusion no alcanzan a
las células internas del tumor. La angiogénesis, o formacion de nuevos vasos sanguineos
es fundamental tanto al comienzo como al final del proceso de carcinogénesis. Al
principio para el aumento del tamafio del tumor primario y para el acceso al torrente
circulatorio de las células tumorales, lo que permitird su diseminacion. Y al final,
cuando alguna célula ha sobrevivido a la extravasacion y coloniza tejidos distantes, para

poder reiniciar el crecimiento de nuevos tumores secundarios (Mufioz, 1997).

3.1.5. ORIGEN DEL CANCER
El cancer es consecuencia de mutaciones en un nimero reducido de genes: los

oncogenes, genes supresores de tumores y los genes de reparacion del ADN.

Los oncogenes son formas mutadas de proto-oncogenes, genes normales que dan
lugar a los componentes del ciclo de division que favorecen su funcionamiento. Su
forma mutada estimula el crecimiento o la invasividad celular.

Un segundo grupo, los genes supresores de tumores, cuya funcién normal es
controlar el ciclo de division celular, evitando un crecimiento excesivo, o el
mantenimiento de las caracteristicas que especifican la localizacion de las células en un
lugar determinado.

Por ultimo los genes de reparacion del ADN, cuyo mal funcionamiento o
mutacion conduce a que las mutaciones que se producen en todos los genes, incluidos
los oncogenes y genes supresores no sean adecuadamente corregidas y se acumulen
rapidamente.

La existencia de genes implicados en la aparicion de cancer puede deducirse a
partir de varios hechos: la existencia de virus que producen tumores, la existencia de
canceres hereditarios, la presencia de alteraciones cromosdmicas en las células
cancerosas y la relacion entre el potencial mutagénico y carcinogenicidad de diversos
agentes (Mufioz, 1997).
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Figura 1.10. Etapas del desarrollo del cancer desde su inicio como un tumor primario

hasta el momento en que genera metastasis.

3.1.6. AGENTES CAUSANTES DE MUTACIONES
Los agentes externos causantes de la aparicion de cancer son agrupables en tres

categorias: compuestos quimicos, agentes fisicos y algunos microorganismos que causan
infecciones.

La edad se considera el principal factor de riesgo para el desarrollo de esta
enfermedad, salvo con alguna excepcion como el cancer de testiculo o los
neuroblastomas. Esto se debe a que existe una fuente intrinseca de mutaciones en el
ADN celular: los errores de las propias células, es decir, las alteraciones que la propia
maquinaria quimica de la célula comete, especialmente durante el proceso de replicacion
del ADN vy la division celular. Por otro lado existe una mayor probabilidad de
exposicion a agentes quimicos, radiaciones y algunas infecciones. Junto a éstos, factores

como la dieta o los hdbitos de vida también contribuyen al desarrollo de ciertos tipos
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de canceres. En este sentido, la incidencia de un determinado tipo de cancer varia segiin
la edad, el sexo, la etnia, la geografia, o incluso en ocasiones, el estrato social.

Las causas ambientales también son responsables de notables variaciones en la
incidencia de diversos tipos de cancer. Es el caso del cancer de mama, cuyo riesgo es
veinte veces superior en Estados Unidos y Canadd que en América Central. La
importancia de los factores ambientales en su sentido amplio (que incluye dieta, estilo
de vida, agua, aire, geografia,..), o el nivel socioecondmico es también facilmente
deducible del estudio de las poblaciones migratorias.

El aspecto positivo de estas variaciones en la incidencia de cada tipo de cancer
es que indican que las causas externas, no genéticas, y por tanto en principio evitables,
son responsables de un elevado porcentaje de canceres.

Igualmente la dieta es otro posible factor ligado a ciertos tipos de canceres.
Algunas observaciones y estudios epidemioldgicos han encontrado variaciones
significativas en la incidencia de canceres entre grupos de poblacioén de acuerdo a su
consumo de carne y grasas, que serian factores de riesgo, o de frutas y verduras, que han
sido propuestos como factores preventivos o protectores por su contenido en vitaminas
o antioxidantes. Asi se habla del efecto beneficioso de la fibra vegetal, del licopeno del
tomate y otros carotenoides, vitamina C, vitamina E y analogos, calcio 6 hierro. Sin
embargo, los resultados obtenidos han sido globalmente inconsistentes. En el caso del
cancer de colon los antiinflamatorios no esteroideos como la aspirina estan recibiendo
mucha atencidon como posibles agentes preventivos. [gualmente el consumo elevado de
alcohol parece tener una clara relacion con el cancer de boca, laringe, faringe, y esofago,
quizd como causa directa, o el de higado, probablemente por una via mas indirecta a
través de la progresiva destruccion del tejido hepatico. Sin embargo, como resulta
evidente en su asociacion con el tabaco, el caracter negativo del alcohol se hace mas
claro cuando se acumula al de otros factores.

Por otro lado también ha sido aceptada la relacion entre determinadas infecciones
viricas y el riesgo de un determinado tipo de cancer como es el caso de la infeccioén por
el virus de la hepatitis B y el cancer de higado, ciertos virus de papiloma y el carcinoma

de cuello uterino asi como retrovirus como el virus de la inmunodeficiencia humana
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(HIV) causante del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) relacionado con
aparicion del sarcoma de Kaposi.

En cuanto al efecto de las radiaciones parece claro el efecto nocivo de los rayos
X y gamma, asi como de las radiaciones ultravioletas de la luz solar, y por tanto la

conveniencia de protegerse de exposiciones innecesarias (Mufioz, 1997).

3.2. EL CANCER DE MAMA

El cancer de mama es una enfermedad conocida desde el Antiguo Egipto. Un
papiro datado entre los afos 1600-1500 a.C. refleja, probablemente, la primera cita de
un carcinoma mamario de la historia. Por tanto nos encontramos ante una antigua
enfermedad, que ha llegado a ser la enfermedad maligna mas comun causante de muerte
entre las mujeres de la Comunidad Europea, incrementandose en los paises del Este
(O’Higgins, 1992; Miller et al., 1982).

En los afios 80 se modificaron conceptos relacionados con el tratamiento
quirargico y la curacion del cancer de mama, gracias al conocimiento de la biologia
molecular del inicio y progresion del cancer asi como de la interaccion tumor-paciente:
se demostraba que el perfil hormonal paracrino y autocrino de la mama en el momento
de la extirpacion del cancer modulaba el curso posterior de la enfermedad. Se lleg6 asi
a la conclusion de que los mismos factores que eran responsables de la proliferacion del
tejido mamario normal durante la pubertad y en los cambios ciclicos del ciclo menstrual,
estan implicados en la promocion, progresion y aparicion del cancer de mama (Forbes,
1997).

El fracaso en la erradicacion de esta enfermedad se debe, fundamentalmente, a
la dificultad de identificar a un agente etiologico especifico, de precisar el momento de
inicio y de conocer los mecanismos moleculares responsables del inicio y progresion del
cancer. A pesar de los nimerosos desaciertos en torno al origen del céncer, existen
evidencias de que el riesgo de cancer de mama esta relacionado con factores
endocrinolégicos y reproductivos. Por otro lado, estudios genéticos, epidemioldgicos y
clinicos han identificado una serie de parametros bioldgicos y sociales como factores de
riesgo asociados al cancer de mama. Algunos de ellos serian la evidencia de genes

susceptibles, como BRCA1 y BRCAZ2, la historia familiar de cdncer de mama, ovario
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o endometrio, la historia individual de desoérdenes mamarios, edad avanzada, estatus
socioeconomico alto, exceso en la exposicion a radiaciones ionizantes o consumo de
alcohol (Mettlin, 1999; Pike et al., 1993; Bernstein y Ross, 1993; Hu et al., 2000).

3.2.1. LESIONES NEOPLASICAS MAMARIAS

La glandula mamaria es la localizacion mas frecuente de tumores y/o
neoplasmas. El término tumor y neoplasma son aplicados indistintamente a lesiones
malignas y benignas porque el término tumor (del latin tumere) significa cualquier
aumento patoldgico o nuevo crecimiento, como neoplasma (del griego neos, nuevo y
plasma, formacion) (Dorland, 1974).

Los tumores benignos son aquellos que no invaden tejidos adyacentes, no se
metastatizan a 6rganos distantes y pueden ser eliminados por extirpacion local. Suelen
crecer de forma lenta a lo largo de los afios, formando masas cohesivas que permanecen
localizadas en su lugar de origen, siendo el fibroadenoma ( lesion bien delimitada, de
consistencia eldstica, que contiene tanto elementos epiteliales como fibrosos) el mas
frecuente en la mama femenina. Los tumores malignos, son neoplasmas caracterizados
por su habilidad para invadir, metastizarse y en ultimo término, causar la muerte del
hospedador, siendo el carcinoma ductal infiltrante el tipo histologico de cancer de mama
mas frecuente (65-80 %) (Russo y Russo, 1996a).

La malignidad o benignidad tumoral, ya sean tumores inducidos mediante un
carcinogeno o generados de forma espontidnea se puede determinar por criterios
derivados de un examen macroscopico, histopatologico y analizando el comportamiento
biolégico del tumor. Los principales criterios a tener en cuenta en un examen
macroscopico, una vez realizado un examen general del tumor, son el indice de
crecimiento y la apariencia macroscopica. Normalmente los tumores malignos tienden
a tener un crecimiento muy rapido. En cuanto a la apariencia macroscopica, los
carcinomas en general son suaves y carnosos, estan muy bien vascularizados y tienen
zonas de necrosis y hemorragias, e incluso algunos pueden contener sangre y material
necrotizado, a diferencia de los fibroadenomas que son blancos, con una consistencia

firme y eléstica.
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Entre los criterios histopatologicos de malignidad, el mas importante es la
pérdida del modelo tubular-alveolar de la glindula mamaria normal. Citolégicamente,
las células malignas son mas grandes que sus homologas normales y existe un
incremento en la proporcion nucleocitoplasmatica (Russo y Russo, 2000). La
heterogeneidad epitelial presente en la glandula mamaria normal o incluso en las
lesiones benignas, donde podemos encontrar células mioepiteliales, oscuras, intermedias
o claras, raramente se observa en lesiones malignas (Russo ef al., 1983). El tipo celular
predominante en lesiones malignas es de tipo intermedio, siendo dificil encontrar células
oscuras. Por otro lado, el nimero de mitosis es generalmente mayor en lesiones malignas
que en benignas (Russo y Russo, 1987).

En cuanto al criterio bioldgico de malignidad més fiable, seria la capacidad de
un tumor de metastizarse hacia organos distantes, aunque la habilidad de lesiones
neoplasicas para generar angiogénesis ha sido también propuesta para ser un marcador
biologico de malignidad, aunque todavia su uso no estd muy extendido (Brem et al.,
1978; Maiorana y Gullino, 1978).

Se ha sugerido que el desarrollo de metéstasis a distancia es una etapa tardia en
la progresion de carcinoma mamario, que ocurre por adquisicion de alteraciones
genéticas que hacen a la célula competente para colonizar y proliferar en los distintos
organos. No obstante, algunos estudios han planteado una hipoétesis alternativa, al
encontrar no solo que algunas metastasis no comparten los cambios moleculares de los
tumores primarios, sino que ademas, metastasis en organos distintos de un mismo
primario divergen también en su perfil genético (Kuukasjarvi ef al., 1997). Asi mismo
se indica el caracter especifico de los genes implicados en la metastasis en distintos
organos, siendo diferentes los implicados, por ejemplo, en las metéstasis dseas frente a
las de glandula suprarrenal.

De hecho, el proceso de tumorigénesis mamaria resulta de la progresion de
benigno a maligno, donde la acumulacion de multiples cambios genéticos desencadenan
la evolucidn de un epitelio normal mamario a través de lesiones proliferativas benignas,
alesiones proliferativas atipicas, finalizando en carcinomas in situ 'y tumores invasivos.

Es dificil, a la vista de los conocimientos actuales, enumerar lesiones que en

sentido estricto puedan considerarse iniciales del cancer mamario. Desde principios del
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siglo XIX se conoce que la enfermedad mamaria benigna pueda ser precursora del
cancer y por estudios mas recientes, ya historicos, que algunas lesiones, en particular
hiperplasias y carcinomas in situ, pueden preceder al carcinoma invasivo, existiendo un
aparente continuo histologico entre ellos y también una presencia coincidente en la
misma mama. Hay mujeres con procesos mamarios, como hiperplasias usuales,
hiperplasias atipicas y carcinomas in situ que tienen un incremento en el riesgo relativo
de padecer cancer (Page et al., 1985).

El dogma biologico del cancer parece cumplirse también en la mama,
considerandose que un cancer invasivo estd precedido por una serie de pasos
intermedios. En un sentido general y quizas inapropiado, algunas de estas etapas,
especialmente las que conllevan mayor riesgo de cdncer invasivo se consideran lesiones
iniciales del carcinoma. Otras, como el carcinoma ductal in situ, ademas tienen algin
rasgo fenotipico de malignidad, pero carecen de la habilidad de invadir y metastizar, por
lo que en este sentido son lesiones premalignas, preinvasivas o precursoras (Gonzalez-
Palacios, 2003).

Estas lesiones a las que podemos considerar como premalignas o precursoras del

cancer mamario se clasifican en:

* Hiperplasia Epitelial Ductal, Usual, Sin Atipia (HD): El dato fundamental en la
identificacion de su caracter benigno es el polimorfismo de las células en
proliferacion, debido a su doble diferenciacion mioepitelial y luminal, unida a la
ausencia de patrones arquitecturales propios del crecimiento neoplésico intraductal.

* Hiperplasia Atipica Ductal y Lobulillar (HDA y HLA): Son lesiones
hiperplésicas que presentan algunos datos histologicos de carcinoma in situ.
* Ductal: Difiere de la HD en la presencia de caracteristicas citologicas
propias del carcinoma ductal in sifu de bajo grado y que no se califica bien
porque estd mezclada con la HD o retiene hechos arquitecturales de ésta o bien
porque aun siendo cualitativamente idéntica al CDIS (Carcinoma Ductal In Situ),
es una lesion cuantitativamente limitada. Sera la apariencia celular el dato mas
importante para separar la HD de la HDA. Las células proliferantes en la HDA

tienen la monotonia y uniformidad citologica caracteristica del carcinoma ductal
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in situ, en tanto que la HA adopta el polimorfismo anteriormente sefialado. La
presencia de un alto grado de anaplasia en las células proliferantes califica la
lesion como un carcinoma ductal in situ, independientemente de la arquitectura
o grado de proliferacion.

* Lobulillar: Se define como una lesion lobulillar cualitativamente similar al
carcinoma lobulillar in sifu, pero con menor grado de afectacion de los ductos
o acinos lobulillares; seria un carcinoma lobulillar no desarrollado plenamente,
aunque como ¢l puede extenderse por el sistema ductal.

* Carcinoma Ductal y Lobulillar In Situ (CDIS y CLIS):Ambos tipos de
carcinoma no invasivo son enfermedades muy diferentes con distintos
planteamientos terapéuticos.

* Carcinoma Ductal In Situ: No es una entidad bioldégica homogénea. Con el
mejor conocimiento de esta enfermedad se ha observado la gran heterogeneidad
arquitectural existente, el alto componente subjetivo en su valoracioén y sobre
todo el predominio de las formas mixtas, ademas de la escasa significacion
clinica de las diferentes formas, ya que cualquier subtipo arquitectural puede
presentar cualquier grado nuclear, con necrosis o sin ella, y es que los rasgos
citonucleares, y también la necrosis, son de considerable importancia en el
CDIS. La clasificacion del CDIS se hara en funcion a una serie de parametros
como son; a) el gradiente nuclear, b) necrosis, ¢) tamafio del CDIS, d) estado de
los margenes de reseccion y €) microinvasion.

* Carcinoma Lobulillar In Situ: El CLIS tiene el mismo lugar de origen que la
mayoria de los CDIS, la unidad ducto terminal ducto-lobulillar, pero la
diferenciacion neoplasica se produce hacia estructuras acinares mas que
ductales. La diferencia basica entre las dos enfermedades se refiere a su
consideracion biologica: el CDIS es una lesion preinvasiva, que si desarrolla un
carcinoma infiltrante tiende a producirse en su vecindad. Por el contrario, el
CLIS mas que una lesion preinvasiva, se considera una lesion de riesgo para
carcinoma infiltrante, que de producirse va a asentar en cualquier lugar tanto de
la mama ipsilateral como de la contralateral. No presenta rasgos mamograficos

distintivos (Gonzalez-Palacios, 2003).
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Figura I.11. Modelo de evolucion de cancer de mama propuesto por Allred et al., 2001.

Los diferentes estudios llevados a cabo en los tltimos veinte afios, han concluido
en un modelo de evolucidn histoldgica de cancer de mama humano, donde se propone
que las células madre de las unidades ducto-lobulares terminales del epitelio normal
mamario originan hiperplasias atipicas ductales y lobulares, las cuales progresan a
carcinomas ductales y lobulares in situ, pudiendo desencadenar desordenes invasivos y
metastasicos (Figural.11.) (Allred et al., 2001). Por tanto estas lesiones estan asociadas

a mayores riesgos de cancer de mama invasivo (Anderson, 2002).

3.2.2. NEUROENDOCRINOLOGIA DEL CANCER DE MAMA

Como se ha visto en el capitulo anterior, el papel de las hormonas en el
desarrollo de la gldndula mamaria ha sido objeto de numerosos estudios. A pesar de la
amplia informacion disponible, se encuentra bajo continuo examen y revision.

Sin embargo, estd bien establecido que el desarrollo de cancer de la glandula
mamaria solo ocurre en presencia de un ovario funcional, el cual depende a su vez de
las gonadotropinas hipofisarias para su desarrollo y funcionalidad. De hecho, mujeres
que nunca han tenido un funcionamiento hormonalmente activo de los ovarios muestran
una ausencia casi total de cancer mamario, con una incidencia similar a la observada en

varones (Spicer et al., 1994).
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3.2.2.1. Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH)

Kottler et al., (1997) han descrito la co-expresion de transcritos para la GnRH
y su receptor en tejido neoplasico mamario, siendo la estructura primaria del GnRH-R
hipofisario idéntica a la del mismo receptor localizado en mama humana. Igualmente
ocurre en rata (Levi et al., 1996).

Por tanto, ademas del establecido papel de la GnRH hipotalamica en la
regulacion de la sintesis y liberacion de gonadotropinas hipofisarias, la GnRH
sintetizada localmente en la glandula mamaria puede jugar un importante papel como

regulador autocrino /paracrino de la mama (Kottler ez al., 1997).

3.2.2.2. Hormona Luteinizante (LH) y Hormona Foliculo Estimulante (FSH)
La LH se encuentra elevada tanto en tejido mamario normal como neoplasico,
siendo su concentracion superior en tejido tumoral disminuyendo progresivamente en

tejido normal (Robertson y Blamey, 2003).

3.2.2.2.1. Estrogenos y Progesterona

El desarrollo del cancer de mama depende de los ovarios y de las condiciones
endocrinas, moduladas por la funcion ovarica (Russo et al., 2000). Sin embargo, la
hormona especifica o combinacion de éstas, responsable del inicio del cancer, atn no
ha sido identificada, aunque la exposicion de forma prolongada a altos niveles de
estrogenos, tiene un papel fundamental en el desarrollo de esta enfermedad (Henderson
et al., 1988). El hecho de que la mayor actividad proliferativa y el mas alto porcentaje
de células positivas ERa y PgR sean caracteristicas de la estructura lobular tipo 1 aporta
una explicacion para la alta susceptibilidad de estas estructuras a ser transformadas por
carcindgenos quimicos in vitro, apoyando la observacion de que Lob 1 es el lugar de
origen de los carcinomas ductales (Russo et al., 1990, 1993, 1998). La relacion entre la
diferenciacion lobular, proliferacion celular y respuesta hormonal del epitelio mamario
empieza a ser esclarecida.

Se han descrito tres posibles mecanismos responsables de la carcinogenicidad
de los estrdgenos; el mas ampliamente aceptado es la actividad hormonal mediada por

receptor, relacionada con la estimulacion de la proliferacion celular, resultando en
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mayores oportunidades de acumulacién de dafios genéticos, que conducen a la
carcinogénesis (Adlercreutz et al., 1994; Nandi et al., 1995). El segundo mecanismo es
la activacion del metabolismo mediado por el citocromo P450, lo cual supone efectos
genotoxicos directos por aumento en el indice de mutaciones (Sipe et al., 1994; Zhu y
Liehr, 1996), y un tercer mecanismo que involucra al sistema de reparacién del ADN,
conduciendo auna acumulacion de lesiones en el genoma, esencial para la tumorigénesis
inducida por estrégenos (Yan y Roy, 1995).

El riesgo de desarrollo de cancer mamario ha sido tradicionalmente asociado a
la exposicion a estrogenos, principalmente porque la mayoria de canceres de mama
contienen receptores para esta hormona. El incremento en la expresion del receptor de
estrogenos o ( ERa, del inglés Estrogen Receptor a) puede ser uno de los cambios mas
tempranos asociados al proceso tumorigénico, considerandose un parametro de
pronostico significativo (Habel y Stanford, 1993; Molino et al., 1997). La expresion del
ERa aumenta en los primeros estadios de una hiperplasia ductal y aumenta atin mas, con
el aumento de la atipia, tal y como ocurre en la mayoria de células de hiperplasias
ductales con atipia y en carcinomas ductales in situ (DCIS, del inglés Ductal Carcinoma
In situ) (Shoker et al., 1999a; Allred et al., 2001). Como la expresion del ERa aumenta,
la relacion inversa entre la expresion del receptor y la proliferacion se desrregula
(Shoker et al., 1999b). Es interesante comprobar que una proporcion de hiperplasias de
tipo usual también contienen células ERa positivas proliferando (Clarke et al., 1997).

En cuanto a los receptores ERf, existen datos que muestran una disminucion en
su regulacion en lesiones como hiperplasias ductales con atipias y en DCIS, cuando
comparamos con el epitelio normal mamario (Roger et al., 2001). Estos autores también
han puesto de manifiesto que dicho receptor esta inversamente correlacionado con la
proliferacion y que la razén entre los ERa y ERP, incrementa con el aumento de la
atipia. Esto se basa en el hecho de que el ERP} modula negativamente el efecto de ERa
(Roger et al., 2001). En este sentido, se ha sugerido que los canceres mamarios ERa
negativos, se originan por la pérdida de la habilidad de las células para expresar ERa
durante la evolucidn de los canceres ERa positivos o que los canceres ERa positivos y
los ERa negativos son entidades diferentes (Moolgavkar et al., 1980; Habel y Stanford,
1993).

71—
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Aunque es bien conocido que los estrégenos estimulan la expresion de los
receptores de progesterona (PgR, del inglés Progesterone Receptor) en células tumorales
mamarias, poco se sabe acerca de la modulacion por estrogenos del PgRA y PgRB. En
este sentido, Vienonen et al. (2002) concluyen que las células mamarias tumorales son
heterogéneas en su respuesta a los estrogenos.

La expresion de los PgR en lesiones pre-malignas y pre-invasivas, segun los
pocos estudios disponibles, muestran que la expresion de los PgR también incrementa
con el aumento de la atipia (Allred et al., 2001). Se han desarrollado algunos trabajos
que sugieren que la razon entre el PgRA y PgRB esté alterada durante al tumorigénesis,
predominando PgRA (Mote et al.,2002). Como estos resultados pueden correlacionarse
con la hipdtesis de que el PgRA actfia con un represor dominante de la accion de PgRB,
aun no se ha determinado, pero esto datos sugieren que la alteracion de el indice entre
las isoformas también tiene un papel importante en la tumorigénesis mamaria humana.
Aproximadamente el 60 % de los carcinomas mamarios invasivos expresan una de las
isoformas del PgR, y su expresion se considera un marcador de la funcionalidad del ERa
(Allred et al., 2001).

Pacientes cuyos tumores expresen tanto receptores ERa como PgR, tienen
mayores probabilidades de respuesta a una terapia endocrina y tienen mejor pronostico
que aquellos que no contienen receptores esteroideos (Anderson, 2002).

Elincremento en la expresion de los ERa y la pérdida de la relacion inversa entre
la expresion de los receptores esteroideos y la proliferacion, ocurre en los primeros
estadios del desarrollo de un tumor mamario, implicando que la desrregulacion de la
expresion de ERa es un importante paso en el proceso tumorigénico. El aumento en la
expresion de los ERa y PgR, podria sensibilizar al epitelio pre-maligno a los efectos
proliferativos de sus ligandos, pero queda por determinar si el estradiol y la
progesterona conducen la proliferacion por el mecanismo indirecto ya descrito en el
epitelio normal o si existe una ruta alternativa, mas directa que conduce a la

transformacion maligna (Anderson, 2002).
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3.2.2.3. Eje Hipotalamo-Hipoéfisis-Tiroides

Muchos afios de especulacién sobre un posible factor causal rodean a la
asociacion observada entre los desordenes tiroideos y el carcinoma de mama, aunque
todavia no hay resultados definitivos a este respecto (Goldman, 1990; Smyth, 1997).

Las hormonas tiroideas se relacionan desde antiguo con el riesgo de cancer de
mama. Existen autores que mantienen la hipotesis de que altos niveles de hormonas
tiroideas restringen el desarrollo de un cancer de mama, mientras que bajos niveles
facilitan su crecimiento. En este sentido, se han desarrollado numerosos trabajos donde
se considera que el hipertiroidismo protege contra el cancer de mama, ya que la
progresion de tales canceres fué mas frecuentemente observada cuando el
hipertiroidismo fue tratado (Smyth, 1997).

HIPOTALAMD

—

ES TIMULACION TRH

N n INHIBICION
AnrEmon E_ - mmE

PACTORES
DE UHIOHN
DEL
TimHDES

ES TIMULACION TSH ﬁg\_rL. :
‘} Se

Celm " % ..

_" i e W

Figura 1.12. Eje Hipotalamo-Hipdfisis Anterior-Tiroides.



Aminopeptidasas Séricas y Tisulares en un Modelo.../M?® peL PiLaR CARRERA GONZALEZ

Por tanto, podemos desarrollar la hipotesis de que mayores niveles de hormonas
tiroideas restringen el crecimiento del tumor mamario mientras que niveles inferiores
facilitan tal crecimiento. El posible papel de las hormonas tiroideas sobre el
metabolismo de estrogenos ha sido sugerido como un posible mecanismo involucrado
en el cancer de mama. Sin embargo, el incremento en estradiol libre observado en el
cancer de mama no presenta una correlacion significativa con los cambios de T, y T,
libres (Smyth, 1997), sugiriendo que los cambios observados en los niveles de hormonas
tiroideas son independientes de alteraciones del metabolismo de estrogenos.

Una posible explicaciéon es que los bajos niveles de hormonas tiroideas
disminuyan el mecanismo de retroalimentacion negativo en el eje hipotalamo-hipofisario
(Figura 1.12.), dando lugar a un incremento en la secrecion de prolactina asi como de
TSH. Aunque muchos autores consideran que no existe un aumento en los niveles de
prolactina basales entre controles y cancer de mama, el aumento en la prolactina sérica
en respuesta a la estimulacion de TRH descrita por Mittra et al., (1974) conduce a los
autores a sugerir que niveles suboptimos de hormonas tiroideas circulantes pueden
sensibilizar de forma anormal a las células epiteliales mamarias a la estimulacion por
prolactina, desencadenando una displasia y eventual hiperplasia del tejido mamario. La
mayoria de estudios en cancer de mama muestran unos niveles séricos de hormonas
tiroideas dentro del rango normal, pero también han sido descritos incrementos y
disminuciones en dichos niveles. En concreto, un aumento en los niveles de T se ha
descrito en fluido cistico mamario comparado con suero, sugiriendo un posible papel
para esta hormona (Smyth, 1997). Estudios desarrollados por Silva et al. (2002)
muestran alteraciones en la expresion de los receptores de hormonas tiroideas en
tumores mamarios humanos, en concreto para el transcrito del receptor TRB1, que
debido a la transformacion neoplésica sufre una alteracion en el mecanismo normal de
splicing, dando lugar a mensajeros aberrantes. Dada la complejidad del conjunto de
actividades bioldgicas, un receptor de hormonas tiroideas (TR, del inglés Thyroid
hormone Receptor) mutante puede comprometer al crecimiento celular o a un fenotipo
diferenciado por multiples rutas. Presumiblemente, los TR anormales pueden inhibir la
induccidn o represion de genes dianas mediante la actuacion de T; como dominante

negativo sobre los receptores celulares normales. Por otro lado, la ausencia de ARNm
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para TRP2 esta de acuerdo con la restringida expresion de esta isoforma (Forrest y
Venntrom, 2000; Silva et al., 2002). Sin embargo, existen estudios contradictorios sobre
la posibilidad de que TRa y TRp sean genes supresores de tumores o de que, por el
contrario, la expresion alterada de TR contribuya a la aparicion o progresion del tumor
mamario (Silva et al., 2002). En recientes trabajos se han observado alteraciones en la
expresion de dichos receptores en cancer de mama humano (Silva et al., 2002).

Larelacion entre el volumen del tiroides y el desarrollo del cancer de mama, ha
sido descrita también en trabajos cuya zona de origen son areas endémicas de deficiencia
en iodo (Spencer, 1954; Adamopoulos et al., 1986), por tanto, también se sugiere un
posible papel de la deficiencia de iodo en la promocién de esta enfermedad. Las
funciones de la mama y el tiroides se solapan en la recaptacion y utilizacion del iodo,
aunque, aparte del requerimiento de iodo como un nutriente en la leche materna, no se
conoce ningun papel para el iodo en la mama normal y neoplasica (Smyth ez al., 2000).
De esta forma, el hecho de que el aumento del tiroides es mas frecuente en pacientes
mayores que tenian un cancer mamario o desordenes mamarios benignos podria ser
interpretado como un reflejo de la mejora en la ingesta de iodo en la dieta. Sin embargo,
una deficiencia en iodo no puede ser la tinica respuesta a las diferencias entre edades en
los pacientes, ya que tales diferencias no fueron observadas en los grupos control. Por
tanto, la ausencia de una tendencia en las alteraciones en el volumen tiroideo sobre el
periodo de tiempo investigado, sugiere que el aumento del tiroides o preceda o sea
paralelo a la lesion mamaria (Smyth et al., 1996).

La sorprendente asociacion entre el cancer de mama y el aumento del volumen
tiroideo nos lleva a especular sobre la posibilidad de un estimulo, endocrino y de
crecimiento, localizado en el tiroides, que ejerza una accion simultanea en la mama
(Dumont et al., 1991). El mecanismo por el cual dicho estimulo ejerce su accion en la
mama, es desconocido, aunque la localizacion de un loci extra-tiroidal para el receptor
de TSH (Roselli-Rehfuss et al., 1992; Paschke et al., 1994; Davies, 1994; Endo y
Onaya, 1994) en concreto en tejido graso, puede tener alguna importancia en la mama.

Casi todas las formas de desoérdenes tiroideos tienen algun estado que ha sido
implicado con el cancer de mama (Smyth, 2000). Asi, se han descrito asociaciones

entre el cancer de mama e hipotiroidismo (Loeser, 1954; Stoll, 1965; Backwinkel y
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Jackson, 1964; Takatani et al., 1989), terapia de reemplazamiento T, (Kapdi y Wolfe,
1976), hipertiroidismo (Wanebo et al., 1966; Moossa et al., 1973) y tiroiditis (Ito y
Maruchi, 1975). Por tanto, no sorprende que se especule sobre una posible relacion entre
las enfermedades tiroideas autoinmunes y el desarrollo de esta enfermedad. El uso de
inmunoensayos especificos para anticuerpos de la peroxidasa del tiroides (TPO.Ab), y
anticuerpos tiroglobulina (Tg.Ab) (Giani et al., 1996) ha puesto de manifiesto un
aumento en la prevalencia de TPO.Ab en el cancer de mama.

Por otro lado, también ha sido propuesta la posibilidad de que el hipotiroidismo
pudiera ser beneficioso para el cancer de mama (Hercbergs, 1988). Algunos trabajos
muestran que la presencia de TPO.Ab est4 asociado con una significativa mejora en
pacientes con cancer de mama, y que la magnitud de este efecto prondstico es similar
a la de indices prondstico bien establecidos como el tamafio tumoral o el estatus nodal
axilar (Smyth et al., 1998). Los anticuerpos tiroideos relacionados con el hipotiroidismo,
se relacionan con una buena respuesta tumoral a la inmunoterapia con recombinantes
de interleuquina 2, IL-2, e interfer6n alfa, IFN-o (Weijl et al., 1993; Franzke et al.,
1999). En el caso de anticuerpos tiroideos asociados con un mejor progreso del cancer
de mama, carcinoma renal o melanoma, es posible que la respuesta inmune para el
tiroides y el tejido tumoral pudiera ser regulada de forma similar y que fuera dirigida
tanto contra antigenos tiroideos como tumorales. Otra posibilidad es que tanto el tumor
como el tiroides compartan el mismo antigeno, como la expresion de TPO.Ab
(Spitzweg et al., 1998; Kilbane et al., 1998).

Los trabajos realizados por Smyth ef al. (1998) afirman que la relacion entre
TPO.AD positivo y desérdenes mamarios, concretamente cancer de mama, sugiere la
presencia de una enfermedad tiroidea autoinmune en una proporcion de pacientes con
cancer mamario. En este sentido, altos niveles séricos de TSH, junto con la presencia
de TPO.ADb podria indicar susceptibilidad a un hipotiroidismo futuro (Vanderpump et
al., 1995). El mecanismo por el que TBO.Ab positivo y el aumento o disminucion del
volumen del tiroides podria influenciar la progresion de un carcinoma mamario, esta
lleno de conjeturas. La tendencia hacia una hipofuncion tiroidea, concuerda con trabajos
anteriores que muestran una asociacion entre estas dos enfermedades, siendo el

hipotiroidismo la més frecuentemente diagnosticada (Stoll, 1965; Takatani ez al., 1989).
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Un factor que podria tener como consecuencia una aumento o disminucion de
la glandula tiroidea es la presencia de anticuerpos para receptores de tirotropina (TRAb),
los cuales han sido descritos por estimular o impedir el crecimiento tiroidal (Rieu et al.,
1996; Drexhage, 1996; Miyamoto et al., 1997). Pero, aunque la expresion de dichos
receptores ha sido descrita en tejidos extratiroidales, ain no han sido localizados en
glandula mamaria.

Por tanto, manifestaciones de autoinmunidad tiroidal estan relacionadas con
efectos beneficiosos sobre el carcinoma mamario y proporciona una fuerte evidencia,
a la fecha, de una conexion bioldgica entre el carcinoma y la enfermedad tiroidea
(Smyth et al., 1998).

3.2.2.4. Eje Hipotalamo-Hipdfisis- Glandula Adrenal

La hormona liberadora de corticotropina, CRH es sintetizada en el ntcleo
paraventricular del hipotdlamo y transportada hacia la eminencia media y liberada a la
circulacion hipofisaria portal para estimular la liberacion de ACTH de las células
corticotropas de la hipofisis anterior, actuando sobre la glandula adrenal. Ray et al.
(2000) analizaron inmunohistoquimicamente, en 100 casos de cancer mamario, la
presencia de ACTH, péptidos como ACTH, y la expresion de la oncoproteina c-erbB-2,
y el receptor para el factor de crecimiento epitelial (del inglés Epithelial Growth Factor,
EGF), asi como los receptores de estrogenos. Un 15 % de los casos de carcinoma ductal
infiltrante mamario fueron inmunopositivos para ACTH, mientras que un 38 % y 36 %
de los tumores de mama fueron positivos para c-erbB-2 y EGF-R (del inglés Epithelial
Growth Factor Receptor, EGF-R) respectivamente. Mientras que un 27% de los casos
fueron positivos para los ER. La inmunoexpresion de todos los pardmetros fue superior
en los casos de cancer de mama en mujeres de edades superiores a los 45 afios, que en
pacientes de edades inferiores. En este estudio, se observd una significativa relacion
estadistica entre la inmunopositividad de ACTH y los ER, reflejando una probable
relacion entre ACTH y péptidos como ACTH vy el proceso patologico del cancer de
mama.

Por otro lado, estudios llevados a cabo por van der Pompe et al. (1996) sobre

el eje hipotalamo-hipdfisis anterior-glandula adrenal, pusieron de manifiesto una
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significativa elevacion de los niveles basales de cortisol en pacientes con cancer de
mama en un estado temprano, siendo superiores estos niveles en pacientes con cancer
de mama metastatico. Aunque, por otro lado, no se encontraron diferencias significativas
en los niveles plasmaticos basales de ACTH y prolactina. Estos datos apoyarian el hecho
de que el cancer de mama est4 asociado con una hiperactividad de la glandula adrenal,
que puede ser debido al estrés fisiologico relacionado con la presencia de metastasis o
de células tumorales en la circulacion.

Desde el punto de vista de la implicacion de la ACTH en el estrés, recientes
trabajos apoyan la idea de que el estrés pudiera facilitar el proceso metastatico via

supresion del sistema inmune (Taylor et al., 1991).

3.2.2.5. Eje Hipotalamo-Hipdfisis- Glandula Mamaria
3.2.2.5.1. Prolactina

Recientemente, se ha sugerido que la PRL podria jugar un importante papel en
diferentes tipos de cancer, tanto de tejidos reproductivos como no reproductivos, via
produccion local y acumulacion de la misma. La expresion, tanto de PRL como de su
receptor en diferentes lineas celulares tumorales humanas, hace suponer que acttia como
un factor de crecimiento autocrino / paracrino, pudiendo actuar también como un factor
anti-apoptotico o como mitdégeno. Por otro lado, la PRL aumenta la vida media de los
alveolos lobulares en la glandula mamaria lactante, la cual sufre apoptosis desde el cese
del amamantamiento y se retira la PRL (Flint y Knight, 1997).

La PRL incrementa la expresion de las proteinas anti-apoptoticas Bcl-2 en
células Nb2 (Lefferal., 1996) que actian como mitdgenos en gliay en células de cancer
de mama. También existe una interaccion entre la PRL y factores oncogénicos como
Her-2 y BRCA1 (Yamauchi ef al., 2000; Favy et al., 1999) .

Un hecho bien establecido, es que la PRL afecta al crecimiento celular y
diferenciacion en la mama, siendo necesaria para la produccion de leche. Sila mama es
la principal diana de la PRL, es de suponer que también esté involucrada en su
crecimiento aberrante. En roedores, la hiperprolactinemia correlaciona con un
incremento en la tumorigénesis mamaria. La administracion de PRL incrementa la

incidencia, tamafio y nimero de tumores espontaneos y tumores mamarios inducidos por
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virus, asi como el crecimiento de tumores inducidos por carcindgenos (Nandi ef al.,
1995). Aun se encuentra sin esclarecer la asociacion entre la PRL circulante y el cancer
de mama en humanos, aunque si existe una correlacion entre el riesgo de cancer de
mama en mujeres postmenopausicas y el incremento en los niveles séricos de PRL
(Hankinson et al., 1999) .

Existe un reciente interés sobre la PRL, desde que se ha observado que el 80-
90% de los carcinomas mamarios expresan receptores para la PRL, siendo esta
expresion mayor en tejido neoplasico que en tejido adyacente (Llovera et al., 2000), lo
cual aumenta la evidencia de que la PRL actia como un factor local de crecimiento. La
expresion de PRL y su receptor ha sido localizada tanto en tejido normal como
neoplasico mamario y en diferentes lineas celulares derivadas de mama.

En este sentido, los carcinomas mamarios que sobreexpresan el oncogen HER2
(simbolo oficial ERBB2) con un alto indice proliferativo y metastatico, producen PRL
de forma autocrina (Yamauchi et al., 2000). La actividad mitogénica de la PRL
producida localmente, ha sido descrita por la supresion de la proliferacion de células
cancerosas mamarias T47D por oligonucledtidos antisentido de PRL (Vonderhaar,
1998), anticuerpos anti-PRL (Ginsburg y Vonderhaar, 1995) o antagonistas de PRL
(Chen et al., 1999). Otros estudios han sugerido que la PRL podria estimular la
expresion de ER en algunos canceres de mama e higado (Leung y Sasaki, 1973). En
algunas lineas celulares de cancer de mama, la PRL puede estimular la proliferacion
celular bajo determinadas condiciones, pero esto parece ser independiente de la
expresion de los ER, sugiriendo que la accion de la PRL probablemente no sea mediada
por un incremento en la expresion de los ER (Vonderhaar, 1998). Sin embargo, el hecho
de que el tamoxifeno, un modulador y antagonista de ER concretamente en cancer de
mama, pueda prevenir la accion de la PRL sobre las cé€lulas tumorales mamarias, nos
hace pensar en otra forma de conexién entre ambas rutas (Frasor y Gibori, 2003).

La complejidad de la accion de la PRL ha quedado de manifiesto en un reciente
trabajo sobre el incremento de la susceptibilidad del gen BRCA1 en las células de
cancer de mama por PRL (Favy et al., 1999). Ya que BRCA1 es un supresor de tumores,

su induccion por PRL podria antagonizar el efecto mitogénico de la PRL. Por otro lado,
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la induccién de la motilidad de células de cancer de mama por PRL, proporciona fuertes

evidencias sobre su posible papel en la metastasis (Maus ef al., 1999).

3.2.2.5.2. Oxitocina

LaOT hasido descrita por ser comtn en células mamarias sanas, pero raramente
o nunca ha sido detectada en células tumorales mamarias (North ez al., 1995). Ademas,
la OT inhibe la proliferacion de lineas celulares de cancer de mama humano (Cassoni
et al., 1994) y por tanto juega un papel protector en la prevencion de esta enfermedad
(Murrel, 1995). In vivo, la OT significativamente reduce el crecimiento de TS/A de
carcinoma mamario de raton (Sapino et al., 1998).

Este nonapéptido actia como un regulador del crecimiento a través de la
activacion de su receptor transmembrana, OT-R, acoplado a proteinas G especificas,
distribuido por la superficie celular (Sapino et al., 1998; Cassoni et al., 2001).
Utilizando técnicas immunohistoquimicas y RT-PCR, el receptor de OT y su ARNm,
han sido detectados en tejido mamario normal y patolégico (Sapino et al., 1998). En la
mama humana, el OTR ha sido localizado en células mioepiteliales a lo largo de 16bulos
normales y en células intraductales de lesiones hiperplasicas benignas.

El receptor de oxitocina también ha sido localizado en casos de carcinoma
mamario primario y metastatico (Bussolati e al., 1996), pero esté sin esclarecer si estos
receptores son funcionales. Copland et al. (1999) han demostrado que los receptores de
OT son funcionales en células Hs578T de mama humana.

Sin embargo, Sapino et al. (1998) han descrito la pérdida de la correlacion entre
la presencia en carcinomas mamarios humanos de OTR y el estatus de los receptores de
estrogenos. Aunque, por otro lado, si ha sido descrita una correlacion entre la expresion
de OTR y la progesterona. En este sentido, es posible que los estrogenos y la
progesterona puedan modificar la respuesta secretora de la OT, actuando sobre la
sensibilidad de la mama o sobre el mecanismo adrenérgico central de secrecion de OT
(Dreifuss et al., 1992; Key y Pike, 1988).

Los péptidos opioides inhiben, en situaciones de estrés, la liberaciéon de OT. En
este sentido, existe una relacion entre la funcidon ovérica y estos péptidos en el

hipotalamo, es decir, aumentan durante la pubertad y caen después de la menopausia.
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Ademas, los estrogenos y la progesterona incrementan los niveles circulantes de
B-endorfina durante la fase luteal del ciclo menstrual (Laatikainen, 1991).

Recientes estudios han puesto de manifiesto que, tanto en rata como en humanos,
el receptor de OT interacciona con la progesterona. La interaccion esteroide / receptor
estda modulada por GTPyS, indicando una interaccion directa entre OTR y esteroides
(Grazzini et al., 1998).

Por otro lado, Murrell propone que los carcindgenos en la mama son generados
por la accion de radicales superoxido liberados cuando la distension de los acinos
glandulares, bajo la influencia de la PRL, genera una isquemia en los microvasos.
Durante una isquemia localizada, el ATP es degradado a hipoxantina y ésta a xantina por
la xantina deshidrogenasa. Mas tarde, se dara la conversion de la xantina en &cido urico
(Jarasch et al., 1981). Ambas reacciones generan radicales libres de oxigeno, los cuales
pueden modificar quimicamente o dafiar, proteinas, lipidos, carbohidratos y nucledtidos
(Slater, 1984). En este sentido, la peroxidacion lipidica es un importante proceso
mediador de radicales libres. Los dafios generados por los radicales libres pueden dar
lugar a una mutacion, alterando la actividad bioldgica, desencadenando el proceso de
carcinogénesis (Slater et al., 1989). Este es un modelo de hipoxia responsable de la
fibrosis de la contractura de Dupuytren’s (Murrell ef al., 1987, 1990) .

Una obtruccion ductal impide la eliminacion de carcindgenos por la mama. De
esta forma, la estimulacion de la mama podria causar la contraccion de las células
mioepiteliales, mitigando la distension acinal y ayudando a la activa eliminacion del
fluido carcinogénico de la mama. La estimulacion mamaria genera un incremento en los
niveles de OT en la fase luteal pero no en la fase folicular del ciclo menstrual. Estudios
epidemioldgicos sobre el cancer de mama sugieren, que periodos de lactancia
prolongada, la actividad sexual en mujeres nuliparas asi como los niveles de OT
alcanzados por hombres y mujeres en el orgasmo, son factores que protegen del
desarrollo de cancer de mama (Murrell ez al., 1995). La hipotesis de dicho autor podria
resumirse en que la produccion regular de OT por estimulacion mamaria es un factor

clave en este punto de la prevencion del cancer mamario.

— 81—
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Aunque la OT siempre se ha considerado un estimulador de la secrecion de PRL
a nivel de la hipofisis, también ha sido descrita por inhibir dicha secrecion en el

hipotalamo (Mogg y Samson, 1990)

3.2.2.5.3. Vasopresina

Algunas células neoplésicas expresan genes para factores de crecimiento
neuropeptidicos y sus receptores, generando ciclos autocrinos que promueven la
proliferacion de estas células (Sporn y Robert, 1985). En las células del cancer de mama,
han sido descritos mecanismos autocrinos para el caso de la oxitocina y vasopresina
(Bussolati et al., 1995; North et al., 1995; North et al., 1999; Taylor et al., 1990).
Recientes estudios han puesto de manifiesto que algunos neuropéptidos, tales como la
vasopresina, no solo se expresan, sino que también son procesados hacia formas
bioldgicamente activas en el tejido tumoral mamario y en lineas celulares.

Estudios realizados por Du et al. (2001) indican que no toda la vasopresina sufre
este procesamiento por las células tumorales mamarias, aunque éstas expresan todos los
receptores conocidos de la vasopresina (North et al., 1995, 1999), y al menos uno de
ellos, ha sido involucrado en un mecanismo autocrino de crecimiento (Taylor et al.,
1990). De hecho, estos autores muestran que cambios en la concentracion de
vasopresina puede significativamente influenciar el crecimiento celular de células MCF-
7 (Taylor et al., 1990). Por supuesto es posible que esta modulacion del crecimiento por
la vasopresina sea de influencia paracrina, mas que autocrina, y que una poblacion de
células procesen vasopresina hacia su forma activa mientras que una poblacion celular
diferente exprese receptores para el péptido (Du et al., 2001).

En este sentido estudios llevados cabo por el mismo autor, mostraron tras un
analisis inmunohistoquimico, que la proteina relacionada con el gen de la vasopresina
no era detectada en tejido mamario normal, a diferencia de todas las muestra examinadas
de tejido neopldsico mamario que revelaban la presencia de vasopresina y otros
productos de la expresion del gen de la vasopresina como la provasopresina. Estos
estudios indicaron que la expresion del gen de la vasopresina es una caracteristica

selectiva de todos los tumores mamarios, y que ademas los productos de su expresion
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podrian ser ttiles marcadores para una deteccion temprana de esta enfermedad y posible

diana para inmunoterapia (North et al., 1995).

3.2.3. Otras Hormonas Implicadas
3.2.3.1. Opioides

Los opioides endogenos se han relacionado con la estimulacion del crecimiento
de tumores mamarios inducidos mediante carcindgenos quimicos. Un bloqueo de sus
receptores se traduce en una reduccion del crecimiento de dichos carcinomas. Diferentes
estudios han demostrado que la liberacion de péptidos opiaceos inducida por el estrés,
disminuye el tiempo de supervivencia de ratas con cancer de mama. Ademas, los
péptidos opidceos pueden jugar un papel en cancer mamario humano. Péptidos opioides
y sus receptores han sido localizados tanto en tumores mamarios primarios como en
diferentes lineas celulares de cancer de mama (Hatzoglov et al., 2000). Zagon et al.
(2000) han demostrado la existencia de met-encefalina y f-endorfina en adenocarcinoma
mamario. Un estudio realizado por Scopsi et al. (1989) ha demostrado la presencia de
péptidos opidceos en carcinomas ductales infiltrantes, aunque no se ha establecido
ninguna correlacion entre los tumores positivos para los péptidos opiaceos y los ER.
Hatzoglov et al. (2000) han descrito una accion conjunta de los péptidos opidceos y la
somatostatina en la glandula mamaria normal y neoplésica. La expresion de estas dos
sustancias y de sus receptores en tumores mamarios y lineas celulares mamarias, y el
papel inhibidor de ambos sistemas en la proliferacion celular, via inhibicion de la
adenilato ciclasa, ha hecho que se les implique en la inhibicion del crecimiento celular
de células tumorales y lineas celulares de forma dosis-dependiente y de manera
reversible.

El sistema factor de crecimiento opioide- receptor del factor de crecimiento
opioide (OGF-OGFR, del inglés Opioid Growth Factor-Opioid Growth Factor Receptor)
ha sido implicado en el céncer y en el proceso angiogénico. Asumiendo que ambos
péptidos se encuentran en un delicado equilibrio, como muestran experimentos de
exposicion excesiva a OGF o de neutralizacion de la accion de OGF por anticuerpos
contra este péptido, podriamos predecir que la alteracion en uno o en ambos péptidos

anivel de la transcripcion, podria tener importantes efectos sobre el crecimiento celular.



Aminopeptidasas Séricas y Tisulares en un Modelo.../M?® peL PiLaR CARRERA GONZALEZ

Zagon et al. (2000) han descrito que la disminucién de los receptores OGF podria llevar
a un crecimiento acelerado, debido a la incapacidad de OGF para traducir su senal por
el bajo numero de receptores, facilitando el proceso de carcinogénesis (Zagon et al.,
2002). Trabajos desarrollados por Blebea et al. (2000) han demostrado, por primera vez,
que OGF es una sustancia inhibitoria de angiogénesis in vivo. Este péptido y su receptor
estan presentes en las células endoteliales angiogénicas, interaccionando OGF
directamente con su receptor a nivel celular. Sus efectos no parecen ser citotoxicos, sino
citostaticos, lo que estaria de acuerdo con los resultados expuestos por Zagon et al.
(2002) que demuestran que el efecto inhibidor de OGF sobre la replicacion celular esta
relacionado de forma directa con la fase del ciclo celular GO / G1 en células tumorales,
incrementando el nimero de células en esta fase y disminuyendo el nimero de células
en fase S y G2 / M. Dicho factor reduce significativamente la sintesis de ADN, y
suprime la mitosis. No obstante, atin esta sin esclarecer si OGF minimiza el crecimiento
del cancer por revocar un problema existente en el control del ciclo celular responsable,
al menos en parte, del cancer, o si OGF compensa una irregularidad mas alla de su
participacion en la etiologia y patogénesis de la neoplasia (Zagon et al., 2000). En el
caso de un excesivo crecimiento de vasos sanguineos, como en el caso de la
angiogénesis tumoral, el sistema OGF-OGFR podria encontrarse a bajos niveles, debido

a irregularidades a nivel de la transcripcion o translacion (Blebea et al., 2000).

3.2.3.2. Melatonina.

Ya que una de las mas importantes funciones estudiadas de la glandula pineal
ha sido su actividad moduladora sobre el eje neuroendocrino reproductor, €sta ha sido
particularmente estudiada en tumores hormono dependientes, como los tumores
mamarios hormono dependientes (Cos y Sanchez-Barcelo, 2000a).

La hipotesis de un posible papel de la melatonina, hormona indélica producida
fundamentalmente en la glandula pineal, en el desarrollo del cancer mamario est4 basada
en el hecho de que, dicha hormona, inhibe algunas de las hormonas gonadales e
hipofisarias que controlan el desarrollo normal de la glandula mamaria, y las cuales son
también responsables del crecimiento de tumores hormono dependientes de mama. Fue

Cohen et al., en 1978, quienes introdujeron por primera vez, la teoria del posible papel
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de la glandula pineal en la etiologia del cancer de mama. Estos autores sugerian que una
disminucioén en la funcion pineal, por cualquier causa, y la consecuente reduccion de la
secrecion de melatonina, podria inducir un estado de relativo hiperestrogismo, y una
temprana y prolongada exposicion del tejido mamario normal a los estrogenos podria
involucrase en el desarrollo del proceso de carcinogénesis. Unos afios mas tarde,
Tamarkin et al. (1982) describieron la relacion existente entre la concentracion
plasmatica de melatoninay el cancer de mama. Mujeres con adenocarcinomas mamarios
positivos para receptores de estrogenos tenian concentraciones plasmaticas de
melatonina significativamente inferiores a las de mujeres sanas o mujeres con tumores
mamarios negativos para receptores de estrogenos. Estudios posteriores, sobre todo
epidemioldgicos, describieron un baja incidencia de tumores mamarios en mujeres
ciegas (Coleman y Reiter 1992, Feychting et al., 1998, Kliukiene et al., 2001) asi como
una relacion inversa entre la incidencia de cancer de mama y el grado de dafio visual
(Verkasalo et al., 1999). Ya que la luz inhibe la secrecion de melatonina, el relativo
incremento de los niveles circulantes de melatonina en mujeres con una exposicion a la
luz diminuida, podria ser interpretado como una prueba del papel protector de la
melatonina en la carcinogénesis mamaria.

Las diferentes acciones propuestas de la melatonina (Reiter, 1980; Brzezinski,
1997) que apoyan la hipotesis del posible papel oncostatico de dicha hormona en
tumores hormono dependientes son dos: a) la inhibicion de las hormonas del eje
neuroendocrino reproductor, conduciendo a la disminucidn de los niveles circulantes de
hormonas esteroideas, y b) la habilidad de la melatonina a contrarrestar los efectos de
los estrogenos a nivel de sus dianas, es decir, se comporta como un antiestrogeno. Por
otro lado, tanto el aumento en la funcién inmune inducida por la melatonina (Maestroni,
1993) asi como las propiedades antioxidantes de esta indolamina (Reiter et al., 1995)
también se consideran mecanismos involucrados en la accion oncostatica de dicha
hormona.

En la mayoria de estudios in vivo se han utilizado como modelos animales de
cancer de mama, aquellos inducidos mediante un carcinégeno, ya sea 7,12-dimetilbenz
[a] antraceno (DMBA) o N-metilnitrosourea (NMU) (Cos y Sanchez-Barcel6, 2000a,

2000b). Estos estudios tienen en comun que se han basado en la comparacion entre los
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efectos de un carcinégeno en animales en los que, de alguna forma se han aumentado
la funcion pineal frente a estos efectos en animales en los que se ha disminuido o
inhibido la funcion de dicha glandula. A partir de este tipo de experimentos, se llega a
la conclusién de que los animales con un aumento de la funcién pineal o tratados con
melatonina, tienen (Cos y Sanchez-Barcel6 2000 a, b) un incremento en el periodo de
latencia tumoral, una significativa disminucion en la incidencia tumoral, una reduccion
en el nimero y tamafio de los tumores, una mayor incidencia de fibroadenomas que de
adenocarcinomas, un indice menor de crecimiento tumoral, y una mayor frecuencia de
regresion en tumores espontaneos (Sanchez-Barcel6 et al., 2003).

Otros tipo de estudios in vivo fueron llevados a cabo con una linea murina, C3H
/ Jax, con una alta incidencia de tumores mamarios espontaneos, donde se observo que
tratamientos orales prolongados de melatonina reducen significativamente el desarrollo
de tumores mamarios (Subramanian y Kothari, 1991). Finalmente, experimentos
realizados en ratones transgénicos que sobreexpresan el proto-oncogen N-ras,
involucrado en la carcinogénesis mamaria igualmente mostraron que el tratamiento de
dichos ratones transgénicos con melatonina significativamente reduce la incidencia de
lesiones mamarias, la expresion de la proteina N-Ras en lesiones focales hiperplasicas,
y la incidencia de adenocarcinomas (Mediavilla et al., 1997).

Los efectos oncostaticos de la melatonina en estos estudios in vivo podrian ser
explicados por los efectos inhibidores de esta indolamina sobre el eje neuroendocrino
reproductor (Reiter et al., 1980; Brzezinski et al., 1997), y la consecuente reduccion de
hormonas tales como la prolactina y a un aumento del estradiol, las cuales son
responsables del desarrollo normal y patolégico del epitelio mamario.

Recientes estudios in vitro desarrollados con células de cancer mamario humano,
MCF-7, cuyas caracteristicas son, que expresan tanto receptores para estrogenos a y f3,
como receptores de melatonina MT1 (Yuan ef al., 2002), asi como la forma salvaje de
la proteina supresora de tumores p53, pusieron de manifiesto que la melatonina inhibe,
de manera reversible, la proliferacion celular. Estos efectos antiproliferativos tienen
algunas caracteristicas importantes; que son dependientes de la presencia de suero
completo o suero mas estradiol, en el medio de cultivo, que son dosis dependientes, es

decir, solo concentraciones de melatonina cercanas a 1 nanomolar (la concentracion
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nocturna en plasma de la mayoria de mamiferos) son efectivas para disminuir la
proliferacion celular, mientras que concentraciones fisioldgicas superiores o inferiores,
pierden este efecto antiproliferativo, que los precursores de melatonina, metabolitos u
otros metoxiindoles no muestran dicho efecto inhibidor, que los efectos
antiproliferativos son dependientes del indice de crecimiento celular; un mayor indice
de proliferacion celular, mayor accion antiproliferativa de los niveles de melatonina y
por ultimo, que dichos efectos son dependientes del modelo de exposicion de la
melatonina, continuo o pulsatil, en el medio de cultivo. Los efectos antiproliferativos
mas altos se obtienen cuando la concentracion de melatonina en el medio de cultivo se
modifica cada 12 horas entre 10 pM y InM, mimetizando de este modo, las oscilaciones
fisiologicas dia / noche de la melatonina en el plasma de la mayoria de mamiferos
(Sanchez-Barcelo et al., 2003).

Los efectos inhibidores del crecimiento de la melatonina, estan relacionados con
su efecto modulador sobre el ciclo celular. La melatonina, en presencia de suero normal
o con estradiol, retarda o bloquea la progresion de células en GO-G1 en la fase S; asi,
cuando las células son incubadas con 1nM de melatonina, se observa una acumulacion
de células en GO-G1 junto con una disminucién de la poblacion de células en fase S
(Cos etal., 1991, Garcia et al., 1999). Los efectos moduladores de la melatonina sobre
el ciclo celular, podria ser explicado por los efectos de esta indolamina sobre la
expresion de algunas de las proteinas involucradas en el control de la transicion G1-S.
En este sentido, Mediavilla ez al. (1999) mostraron que la melatonina a concentraciones
nanomolares, incrementa la expresion de p53 y p21 WAF, aunque a pesar del incremento
en p53, la melatonina no parece inducir apoptosis en estas células (Cos et al., 2002).

La melatonina no solo reduce la proliferacion de células MCF-7, sino también
su capacidad metastatica. Este efecto es mediado, al menos en parte, por el incremento
inducido por la melatonina en la expresion de dos proteinas de adhesion a la superficie
celular: E-caderina y B,-integrina (Cos et al., 1998), asi como por el aumento en la
comunicacion intercelular por uniones gap, entre células epiteliales adyacentes (Cos y
Fernandez, 2000).

Los diferentes autores estan de acuerdo en que los efectos oncostaticos de la

melatonina sobre estas células son dependientes de su interaccion con la ruta
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dependiente de estrogenos en células tumorales. Las bases de esta hipdtesis son, que la
melatonina inhibe la proliferacion solo en aquellas células que expresan ERa (Cos y
Sanchez- Barceld 2000a), que bloquea el efecto mitogénico del estradiol y contrarresta
la capacidad invasiva inducida por estradiol en las células MCF- 7 (Cos et al., 1998), asi
como potenciar la sensibilidad de las células MCF-7 a antiestrégenos como el
tamoxifeno e inhibir la expresion de genes regulados por estrogenos como pS2 o
catepsina (Molis et al., 1995).

En este sentido, la transfeccion de receptores de melatonina MT1 en células
MCF-7, ERa positivas, o en células MDA-MB-231, ERa negativas, significativamente
aumenta los efectos de supresion del crecimiento solo en las células MCF-7, es decir,
en aquellas que expresan receptores de estrogenos (Yuan et al., 2002).

El mecanismo por el cual la melatonina interacciona con la ruta de sefializacion
de estrogenos, es una pregunta abierta. Existen evidencias que demuestran que dicha
indolamina no se une a receptores de estrogenos ni interfiere con la union del estradiol
a su receptor ( Molis et al., 1994; Garcia et al., 1999), diferenciandose de esta forma de
los clésicos antiestrogenos como el tamoxifeno y sus derivados.

El efecto de la melatonina se basa en la disminucion de la expresion de ERa asi
como en la inhibicion de la union del complejo estradiol- receptor de estradiol a los
elementos de respuesta a estrogenos (ERE, del inglés Estrogen Response Element) en
el ADN (Lawson et al., 1992; Molis et al., 1994; Garcia et al., 1999), dependiendo estos
efectos de su union a receptores de uniéon a membrana de alta afinidad acoplados a
proteinas G (Jones et al., 2000; Ram et al., 2002; Yuan et al., 2002).

Por tanto podriamos concluir diciendo que la melatonina, a través de su accion
antigonadotropica y antiestrogénica, se comporta como un agente antitumoral en
tumores mamarios hormono dependientes, que estas propiedades oncostaticas de la
melatonina han sido observadas tanto en modelos in vivo, de induccion de tumores
mamarios mediante carcindgenos quimicos en rata, asi como en modelos in vitro en
células de tumores mamarios humanos MCF-7.

Por otro lado, las caracteristicas oncostaticas de la melatonina comprenden

diferentes aspectos de la biologia del tumor, como su inicio, proliferacion y metastasis,
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asi como las dosis fisioldgicas en las cuales se observa dicho efecto (Sanchez-Barcelo
et al. 2003).

3.3. ANGIOGENESIS
La angiogénesis o formacion de nuevos vasos sanguineos, es una de las

propiedades mas importantes de las células neoplasicas en humanos y roedores (Gullino,
1977; Brem et al., 1977; Maiorana y Gullino, 1978; Folkman et al., 1989), y un proceso
necesario para el crecimiento invasivo del tumor y la metéstasis, constituyendo un punto
importante en el control de la progresion del cancer y en la conversion de un epitelio
normal a neoplésico.

Esta neovascularizacion permite un rapido crecimiento del tumor por la llegada
de oxigeno y nutrientes y eliminacién de catabolitos, aunque también parece existir una
estimulacion paracrina de las células tumorales, por distintos factores de crecimiento

generados por las células endoteliales vasculares.

3.3.1. ANGIOGENESIS Y SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA
Los componentes activos de la cascada del sistema renina angiotensina (SRA)

se originan por proteolisis limitada, dando lugar a angiotensinas con actividades pro-y
anti-proliferativas y angiogénicas, aparte de sus funciones biologicas controlando la
homeostasis y volumen sanguineo. En la década pasada, la Ang II fue ampliamente
estudiada por tener propiedades proangiogénicas y de factor de crecimiento (Opie,
1994; Dostal y Baker, 1999). Existen evidencias que apoyan la idea de que tanto la Ang
IT como el enzima convertidor de angiotensina (ACE) pueden tener importantes papeles
en la angiogénesis, crecimiento e invasion de los tejidos tumorales. La Ang II posee
actividad angiogénica y proliferativa tanto en sistemas in vivo como in vitro, estando
implicada tanto en el crecimiento vascular normal como patologico. Por otro lado, la
Ang II estimula la produccion de factor de crecimiento transformante B (TGF- 3, del
inglés Transforming Growth Factor- ) (Nicoletti y Michel, 1999), el cual es un factor
promotor de la angiogénesis (Adrian, 1997). El factor de crecimiento VEGF es uno de
los mas importantes factores pro-angiogénicos, estando asociadas altas concentraciones

en suero con la progresion tumoral, mala respuesta a tratamientos e indices de
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supervivencia bajos en el caso del carcinoma de es6fago (Dostal y Baker, 1999). Su
receptor VEGF-R2, es sobreexpresado por la Ang II via estimulacion de receptor AT1
(Otani et al., 2001).

En este sentido, la inhibicion de SRA por inhibidores de ACE, atenuan la
angiogénesis (Amaral et al, 2001). Mientras que la Ang II estimula la
neovascularizacion via receptor AT1, uno de sus metabolitos, la angiotensina (1-7)
presenta propiedades antiangiogénicas via receptor AT2 (Machado ef al., 2000).

Por tanto, el papel del SRA en el proceso angiogénico esta basado en que la Ang
II es, en si misma, un factor promotor de la angiogénesis a través de su receptor AT1.
Puesto que las plaquetas expresan receptores AT1, se ha sugerido que estas células
modulan la angiogénesis a través de la produccion de diversos factores pro-
angiogénicos. Ademas, algunas células tumorales expresan receptores AT1, sobre los

que puede actuar directamente la Angll (Abali et al., 2002).



‘ II1. HIPOTESIS Y PLANTEAMIENTO I
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En los paises desarrollados, el cancer de mama es el cancer mas comun entre las
mujeres, y la principal causa de muerte entre éstas. Desde los afios 80 se sabe que los
mismos factores que son responsables de la proliferacion del tejido mamario normal
durante la pubertad y de los cambios ciclicos del ciclo menstrual, estdn implicados en
la promocion, progresion y aparicion del cancer de mama. De hecho, los estrogenos y
la progesterona son mitogénicos en tejido mamario, de modo que mujeres que nunca han
tenido un adecuado funcionamiento de los ovarios en términos hormonales, muestran
una ausencia casi total de cancer de mama, siendo la incidencia similar a la observada
en varones.

Los modelos en roedores han sido particularmente utiles para el estudio del
cancer de mama, porque en estas especies, la glandula mamaria es fuente de neoplasmas
hormono-dependientes, que son en muchos aspectos similares a los mas frecuentes
diagnosticos de malignidad detectados en mujeres. Existen numerosos trabajos que
documentan que los mismos tipos de lesiones benignas, premalignas y malignas
morfologicamente detectables que se desarrollan en la mama humana también aparecen
en modelos de roedores durante la carcinogénesis mamaria. Es por ello que la induccion
de carcinomas mamarios por inyeccion de N-Metil-nitrosourea (NMU) en ratas hembras
es uno de los métodos mas frecuentemente utilizados para la investigacion de la
carcinogénesis de mamay de los tratamientos de tumores de mama. El estatus endocrino
de dichos carcinomas, parece ser similar al del cédncer de mama en mujeres.
Generalmente, la NMU induce carcinomas mamarios que se caracterizan por ser

agresivos, localmente invasivos y capaces de metastizarse.

Dentro de este contexto, los enzimas proteoliticos (peptidasas) son
particularmente interesantes en la investigacion del cancer porque pueden participar, al

menos en parte, en la metastasis. La mayoria de peptidasas son exopeptidasas, que

9 __
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liberan uno o varios aminoacidos del extremo N- o C- terminal, o endopeptidasas, que
actuan internamente en el péptido. Las exopeptidasas que act@ian en el extremo N-
terminal y que liberan un solo residuo aminoacidico se conocen como aminopeptidasas
(APs). Estas APs, generalmente son metalopeptidasas dependientes de zinc, es decir,
hidrolasas en las que la ruptura del enlace peptidico es mediado por una molécula de
agua, que es activada por un cation metalico divalente, normalmente el zinc. Algunas
de estas aminopeptidasas son utilizadas en clinica como marcadores de enfermedades
y ademas juegan un importante papel fisioldgico en la regulacion de varios péptidos
bioldgicamente activos. Cambios en estos péptidos podrian reflejarse en modificaciones
de las actividades enzimaticas. La finalidad del presente trabajo es analizar la actividad
de un amplio espectro de aminopeptidasas, de sustratos neutros como la alanina
aminopeptidasa, (APN, CD13); (E.C:3.4.11.2), leucina aminopeptidasa (LeuAP); (E.C:
3.4.11.1), tirosina aminopeptidasa (TyrAP); (E.C: 3.4.11.-) y cistina aminopeptidasa
(Oxitocinasa); (E.C: 3.4.11.3), basicos como la arginina aminopeptidasa (APB); (E.C:
3.4.11.6) acidos, como la aspartato y glutamato aminopeptidasa (Aminopeptidasa A,
APA); (E.C: 3.4.11.7) y de tipo omega, como la pirrolidon carboxipeptidasa
(piroglutamato aminopeptidasa, Pcp); (E.C: 3.4.19.3) en el suero y diversos tejidos de
ratas con tumores de mama inducidos por NMU, para evaluar, por un lado, el posible
valor de estas actividades como marcadores biologicos de esta enfermedad, y por otro,
el papel que pudieran desempefiar las distintas hormonas peptidicas a las que regulan,

en la promocion y/o progresion tumoral.

De este modo, se han llevado a cabo los siguientes experimentos:

* Induccion de tumores de mama en ratas mediante la administracion de N-metil-
nitrosourea.
* Analisis de la evolucion del peso corporal, localizacion y nimero de tumores,

diametros mayor y menor de los tumores.

* Andlisis de otros parametros de desarrollo tumoral, como son el periodo de

latencia, la incidencia tumoral y el nimero medio de tumores por rata.
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Analisis de la actividad especifica de APN, APB, oxitocinasa, Pcp, AspAP,
GIluAP, LeuAP y TyrAP en suero de ratas controles y ratas con cancer de mama

inducido por la administracion de N-metil nitrosourea.

Analisis de la actividad especifica soluble y unida a membrana de APN, APB,
oxitocinasa, Pcp, AspAP, GIuAP, LeuAP y TyrAP en el hipotalamo, la hip6fisis
anterior, la hipofisis posterior, la glandula pineal, la mama, el tiroides, la corteza

y médula adrenal, el ovario y el ttero.

94
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1 ANIMALES

En larealizacion del presente estudio se han utilizado cuarenta ratas virgenes de
la variedad Wistar, con un peso medio de 164.7 £ 4.7 g. Los animales fueron
proporcionados por el Estabulario de los Servicios Técnicos de Investigacion de la
Universidad de Jaén y estuvieron bajo un ambiente controlado, con una temperatura
constante de 25°C y un ciclo de luz / oscuridad de 12 horas respectivamente. Todos los

animales dispusieron de comida y agua ad libitum.

Los procedimientos experimentales que se llevaron a cabo con los animales

estuvieron de acuerdo con la normativa de la Comunidad Europea 86 /609 / EEC.

1.1. GRUPOS EXPERIMENTALES

Las ratas se dividieron aleatoriamente en dos grupos. A un grupo de 30 animales
se le inyectaron intraperitonealmente tres dosis de 50 mg / Kg peso de N-metil
nitrosourea (NMU) disuelto en agua destilada (10 mg / ml) a los 50, 80 y 110 dias del
nacimiento, como describe Rivera et al. (1994). Dieciocho animales desarrollaron
tumores, de los cuales se tomaron aleatoriamente 10 animales. Al grupo control, de diez
animales, solo se le inyecto el disolvente, agua destilada. Para la deteccion y el control
del crecimiento tumoral, las ratas fueron examinadas por palpacion dos dias a la semana
después de la segunda inyeccion de NMU y se determind el numero de tumores,
didmetro mayor y menor de cada tumor. El peso corporal de los animales se determino

cada semana.

El crecimiento del tumor también fue analizado mediante los parametros:
Periodo de Latencia o nimero de dias transcurridos entre la primera inyeccion de NMU
y la aparicion del primer tumor, Incidencia Tumoral o porcentaje de ratas que
desarrollaron al menos un tumor, y Numero Medio de Tumores por Rata o nimero de

tumores por rata en animales que desarrollan al menos un tumor.
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2. SACRIFICIO DE LOS ANIMALES Y OBTENCION DE MUESTRAS

A los 122 dias de la primera inyeccion de NMU, los animales, tanto el grupo
control como aquellos a los que se les habian inducido tumores mamarios mediante

NMU, fueron sacrificados bajo anestesia de equitensin (2 ml/Kg de peso) administrada

via intraperitoneal.

Figura M. 1. Fotografia que muestra la localizacion de los tumores de mama inducidos por N-

metilnitrosourea.

Tras colocar a los animales en posicion decubito supino, se fijan por patasy
manos (Figura M.1.)y se procede a efectuar una incision por la linea dorso-lateral desde
el extremo del esternon hacia ambos laterales y se abre la calota toracica. Se obtuvieron
muestras de sangre a partir del ventriculo izquierdo y se centrifugaron durante diez
minutos a 3000 g para obtener el suero. Estas muestras fueron congeladas y almacenadas

a —80°C para su posterior analisis.
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A continuacidn se procedi6 a perfundir a los animales con suero salino mediante
la seccion de la auricula derecha como via de salida de la solucion de perfusion (suero
salino fisioldgico al 9 %o). Esta solucidn se inyecta en el ventriculo izquierdo hasta que
el liquido que fluye por la auricula derecha aparece completamente limpio. Tras la
perfusion se procede a la apertura de la calota, se extrae el cerebro y se disecciona para
localizar el hipotalamo. Posteriormente se extrae la hipofisis y la glandula pineal. A
continuacion, se procedio a extraer el tiroides, las glandulas adrenales, mamas, ovario
y utero, de animales control y tumorales, y los tumores de mama desarrollados. Los
tejidos extraidos fueron congelados y almacenados a -80°C hasta su posterior uso.
Finalmente, una parte de las muestras de tumores de mama fueron procesadas para su

posterior andlisis histolégico.

3. ANALISIS HISTOLOGICO DE LAS MUESTRAS MAMARIAS

Las muestras de tejido tumoral fueron procesadas para su examen histolégico.
Para ello, se fijaron en paraformaldehido al 4% en PBS durante toda la noche,
posteriormente fueron deshidratadas en una escalera creciente de alcoholes, y tras pasar
toda la noche en N-butilico, se realizaron los bloques de parafina. Los cortes, de un
grosor de 10-15 pum, fueron tefiidos con Hematoxilina-Eosina (Figura M.2.), para su
observacion al microscopio Optico. Todos los tumores de mama analizados fueron

carcinomas ductales infiltrantes.

4. OBTENCION DE LA FRACCION SOLUBLE Y DE MEMBRANA

Los diferentes tejidos obtenidos se homogeneizan en 10 volimenes de una
solucion tampon Tris-CIH 10 mM, pH 7.4. Con el fin de obtener la fraccion soluble, el
homogeneizado se ultracentrifuga a 100.000 g durante 30 minutos a una temperatura de
4°C. El sobrenadante obtenido fue empleado para la determinacion de las distintas

actividades aminopeptidasas solubles y el contenido de proteinas.
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Figura M.2. Cortes histologicos de los tumores mamarios inducidos con N-metil nitrosourea,

teniidos con hematoxilina-eosina. 400 X

Para solubilizar las proteinas de membrana, los precipitados obtenidos en la
anterior ultracentrifugacion se resuspenden en tampdn Tris-CIH 10 mM al que se le
afiade Triton X-100 al 1% (pH 7.4) y se ultracentrifuga a 100.000 g durante 30 minutos
a 4 °C. Con el fin de retirar el detergente, que podria interferir en las posteriores
determinaciones enzimaticas, a los sobrenadantes obtenidos se les afiade 100 mg/ml del
adsorbente polimérico Bio-Beads SM-2 y se mantienen en un rotor orbital durante 2
horas a 4°C. Tras este tiempo se retiran los Bio-Beads SM-2 y las muestras resultantes,
se emplean para la determinacion de las distintas actividades aminopeptidasas unidas

a membrana asi como el contenido de proteinas.
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5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE AMINOPEPTIDASAS

Las actividades aminopeptidasas solubles y unidas a membrana se analizaron
fluorimétricamente utilizando como sustratos soluciones de alanina-B-naftilamida
(AlaNNap, para la determinacion de aminopeptidasa N, APN), arginina-f-naftilamida
(ArgNNap, para la determinacion de aminopeptidasa B, APB), cisteina-p-naftilamida
(CysNNap, para la determinacion de oxitocinasa, OTasa), piroglutamato-f-naftilamida
(pGluNNap, para la determinacion de pirrolidon carboxipeptidasa, Pcp), aspartato-f3-
naftilamida (AspNNap, para la determinacion de aspartato aminopeptidasa, AspAP),
glutamato-B-naftilamida (GluNNap, para la determinacion de glutamato aminopeptidasa,
GluAP), leucina-B-naftilamida (LeuNNap, para la determinacion de leucina
aminopeptidasa, LeuAP) y tirosina-B-naftilamida (TyrNNap, para la determinacion de
tirosina aminopeptidasa. TyrAP) segtin los modelos modificados de Greenberg (1962)
(APN, APB, OTasa, LeuAP y TyrAP), Tobe et al. (1980) (GluAP), Cheung y Cushman
(1971) (AspAP) y Schwabe y McDonald (1977) (Pcp), con algunas modificaciones:

En placas de 96 pocillos, se ponen diez microlitros de cada muestra y se incuban
durante 30 minutos a 37°C con 100 pul de la solucion de sustrato que contenia 100 uM
de AlaNNap, ArgNNap, CysNNap, AspNNap, GluNNap, pGluNNap, LeuNNap o
TyrNNap. Las reacciones fueron detenidas afiadiendo 100 pl de tampodn acetato 0.1 M
pH 4.2.

Todas las actividades fueron determinadas por duplicado. La cantidad de -
naftilamina obtenida como resultado de la actividad enzimatica fue medida
fluorimétricamente a una longitud de onda de emision de 412 nm y de excitacion de 345
nm. La actividad enzimética especifica se expresd en picomoles de sustrato hidrolizado
por minuto y por miligramo de proteina, utilizando una curva estandar de B-naftilamina

obtenida en las mismas condiciones.

5.1. RECTA DE CALIBRADO DE B-NAFTILAMINA

La recta de calibrado de B-naftilamina se realizé disponiendo en los pocillos

cantidades conocidas crecientes de este compuesto (en 10 ul), alas que se afiadieron 100

— 100 —
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ul de las soluciones de sustrato conteniendo AlaNNap, ArgNNap, CysNNap, AspNNap,
GluNNap, pGluNNap, LeuNNap o TyrNNap.

Rectas de Calibrado

Alanina-R-naftilamida Arginina-R-naftilamida

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

DD 400 800 1200 1600 2000

Unidades de Fluorescencia

Cisteina-B-naftilamida Aspartato-R-naftilamida Glutamato-R-naftilamida

Unidades de Fluorescencia

Piroglutamato-R-naftilamida Leucina-R-naftilamida Tirosina-R-naftilamida

Unidedes de Fluorescencla

pmoles de B-naftilamina

Figura M.3. Rectas de calibrado de p-naftilamina.

Tras incubar durante 30 minutos a 37°C, se afiaden 100 pl de tampon acetato 0.1
M, pH 4.2. La B-naftilamina se determin6 fluorimétricamente a una longitud de onda
de emision de 412 nm y de excitacion de 345 nm. Cada muestra se midid por duplicado.
Los valores de fluorescencia obtenidos con las muestras experimentales fueron
extrapolados en esta recta de calibrado para conocer la cantidad de B-naftilamina

liberada como resultado de la correspondiente actividad enzimatica (Figura M.3.).
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6. DETERMINACION DE PROTEINAS

El método de determinacion de proteinas utilizado en nuestros experimentos se
basa en el descrito en 1976 por Bradford, basado en la afinidad del colorante Coomasie
azul brillante G-250 por las proteinas. La union del colorante a las proteinas genera un
cambio en la longitud de onda de méxima absorcion del colorante desde 465 nm a 595
nm. Este incremento de absorcion es directamente proporcional a la concentracion de
proteinas, siempre que haya exceso de colorante. El método es capaz de medir pug de

proteinas por lo que se considera ideal para los experimentos realizados.

Recta de Calibrado

Proteinas

Absorbancia

Mg de proteina

Figura M.4. Recta de calibrado de albumina

Para la determinacion de proteinas se han empleado 10 pl de muestra a las que
se afade 2 ml de una solucidon acuosa de Coomasie G azul brillante. El blanco de la

prueba consiste en 2 ml de esta solucion en ausencia de muestra. Los valores de
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absorbancia leidas con un espectrofotometro (CE 393 Digital Spectrophotometer, Cecil
instruments) a 595 nm, se transforman en mg de proteinas por ml, empleando una recta
de calibrado (ver més adelante) obtenida tras medir por el mismo procedimiento
concentraciones crecientes de una solucion de albumina sérica bovina. Cada muestra se

mide por duplicado.

6.1. RECTA DE CALIBRADO DE ALBUMINA

La recta de calibrado de albtimina se obtiene tras medir por el procedimiento
anteriormente descrito, concentraciones crecientes de una solucion de albumina sérica
bovina. Cada muestra se midio por duplicado y estos valores de absorbancia fueron

extrapolados en la recta de calibrado para obtener el valor de proteina (Figura M.4.).

7. ANALISIS ESTADISTICO

Para analizar las diferencias entre el grupo de animales control y el grupo de
animales con tumores de mama inducidos por NMU se utilizo el test de la t-de Student.
Para ello se ha utilizado el sofware Statgraphics 5.0. Con este objetivo, los datos
correspondientes a los pardmetros estudiados fueron organizados en archivos adecuados
al tratamiento estadistico en una base de datos Lotus e importados desde Statgraphics
para su procesamiento. Valores de p<0.05 se consideraron estadisticamente

significativos.

8. SOLUCIONES

8.1. SOLUCION DE N-METIL NITROSOUREA

Para preparar la solucién de N-metil nitrosourea (Sigma) para animales de un
peso corporal de 200 g, se toman 10 mg de NMU que se diluyen en 1 ml de agua
destilada.
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8.2. HEMATOXILINA
Preparar soluciones A y B.
* Solucion A: Hematoxilina (Sigma), 1 g y alcohol absoluto, 10 ml.

* Solucion B: Alumbre potasico, 20 g y agua destilada 200 ml. Disolver en

caliente y filtrar.

Al dia siguiente mezclar Ay B, calentar a punto de hervir, retirar del fuego y
afiadir 3 ml de permanganato potasico en solucion acuosa saturada. Hervir durante 5

minutos.

8.3. EOSINA

Para preparar 100 ml de eosina (Merck), se disuelven 0.3 g de eosina en 100 ml
de alcohol 25°.

8.4. EQUITENSIN

Para la preparacion del equitensin, se disolvieron en estricto orden los siguientes

compuestos:
* 21.25 g de hidrato de cloral en 49.4 ml de etanol absoluto.

* A continuacion se afiadieron 4.8 g de pentobarbital sédico previamente disuelto

en 81 ml de agua bidestilada.
* Posteriormente, se afiadieron 198 ml de 1,2-propilen glicol.

* A la solucién asi obtenida, se anadieron 10.63 g de sulfato de magnesio,

previamente disuelto en 50 ml de agua bidestilada.

* La solucion se completd hasta 500 ml de agua bidestilada.
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8.5. TRIS-CIH, 50 mM

Para la preparacion de 500 ml, se toman 3.027 g de Trizma Base (Tris-
[hidroximetil]-aminometano) (Sigma) y se disuelven en agua destilada, ajustando al pH
deseado con CIH 0.1 N (Merck).

8.6. TRIS-CIH, 10 mM

Para preparar 100 ml de este tampon, se toman 20 ml de Tris-CIH 50 mM y

anadir agua destilada hasta completar el volumen.

8.7. TRIS-CIH, 10 mM, TRITON X-100 1%

Para la preparacion de 50 ml, se toman 49.5 ml de Tris-CIH 10 mM y se le
anaden 0.5 ml de Triton X-100 (Sigma).

8.8. TAMPON FOSFATO 50 Mm, pH 7.4

Para preparar 1000 ml, se toman 13.40 g de fosfato sddico dibésico (PO,HNa,
-7 H,0) (Merck) y 7.8 g de fosfato sddico monobasico (PO,H,Na - 2 H,0O) (Merck),

completando el volumen con agua destilada, y ajustando el pH con CIH 1 N.

8.9. TAMPON ACETATO, 0.1 M, pH 4.2

Paralapreparacion de 1000 ml, se pesan 8.203 g de acetato sodico (CH;COONa)
(Merck), se afiaden 5.9 ml de acido acético (CH;COOH) (Panreac) y se afora hasta

completar el volumen, ajustandose el pH con &cido acético.
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8.10. SOLUCIONES DE INCUBACION

8.10.1. Solucion de alanina B- naftilamida

Para preparar 100 ml, se pesan 2.14 mg de alanina-p-naftilamida (AlaNNap)
(Sigma), 10 mg de DTT, 10 mg de albimina sérica bovina y se disuelven en tampdon
fosfato 50 mM. Se ajusta el pH a 7.4 con CIH 0.1N.

8.10.2. Solucion de arginina-p-naftilamida

Para preparar 100 ml, se pesan 3.35 mg de arginina-B-naftilamida (ArgNNap)
(Sigma), 10 mg de DTT, 10 mg de albumina sérica bovina y se disuelven en tampon
fosfato 50 mM. Se ajusta el pH a 7.4 con CIH 0.1N.

8.10.3. Solucion de cisteina-p-naftilamida.

Para preparar 100 ml, se pesan 5.63 mg de cisteina-f-naftilamida (CysNNap)
(Sigma), 10 mg de DTT, 10 mg de albumina sérica bovina y se disuelven en tampon
Tris-CIH 50 mM. Se ajusta el pH a 6 con CIH 0.1N.

8.10.4. Solucion de piroglutamato-p-naftilamida.

Para preparar 100 ml, se pesan 2.54 mg de piroglutamato-p-naftilamida
(pGluNNap) (Sigma), 10 mg de albumina sérica bovina, 20 mg de DTT, 37.8 mg de
EDTA y se disuelven en tampon fosfato 50 mM. Se ajusta el pH a 7.4 con CIH 0.1N.

8.10.5. Solucion de aspartato-p-naftilamida.

Para preparar 100 ml, se pesan 2.58 mg de aspartato-p-naftilamida (AspNNap)
(Sigma), 10 mg de albumina sérica bovina, 37.8 mg de EDTA (Sigma), 39.4 mg MnCl,
(Sigma) y se disuelven en tampdn Tris-CIH 50 mM. Se ajustael pHa 7.4 con CIH 0.1N.
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8.10.6. Solucion de glutamato-p-naftilamida

Para preparar 100 ml, se pesan 2.72 mg de glutamato-B-naftilamida (GluNNap)
(Sigma), 10 mg de albumina sérica bovina, 20 mg de DTT, 555 mg de CaCl, (Sigma)
y se disuelven en tampon Tris-CIH 50 mM. Se ajusta el pH a 7.4 con CIH 0.1N.

8.10.7. Solucion de leucina-p-naftilamida

Para preparar 100 ml, se pesan 2.92 mg de leucina-f-naftilamida (LeuNNap)
(Sigma), 10 mg de DTT, 10 mg de albaumina sérica bovina y se disuelven en tampon
fosfato 50 mM. Se ajusta el pH a 7.4 con CIH 0.1N.

8.10.8. Solucion de tirosina-p-naftilamida

Para preparar 100 ml, se pesan 3.064 mg de tirosina-f-naftilamida (TyrNNap)
(Sigma), 10 mg de DTT, 10 mg de albimina sérica bovina (Sigma) y se disuelven en
tampon fosfato 50 mM. Se ajusta el pH a 7.4 con CIH 0.1N.

8.11. SOLUCION DE B-NAFTILAMINA

Se disuelve 1 mg de B-naftilamina (Sigma) en 1 ml de dimetil sulfoxido (DMSO)
(Sigma). Se toman 50 pl y se anaden 950 pl de tampon fosfato.

8.12. SOLUCION DE ALBUMINA

Se disuelve 1 mg de albumina sérica bovina (Sigma) en 1 ml de agua destilada.

8.13. SOLUCION DE BRADFORD

Para preparar esta solucion, se disuelven 100 mg de Coomasie G azul brillante
(Sigma) en 50 ml de etanol al 96% (Merck). Se afiaden 100 ml de 4cido ortofosforico
al 85% (Panreac) y 50 ml de agua destilada. Se filtra con papel de filtro. La solucion de

trabajo debe estar diluida cinco veces con agua destilada.
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1. EVOLUCION DEL PESO CORPORAL Y PARAMETROS DE
CRECIMIENTO TUMORAL.
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1.1. Evolucion del peso corporal.

El analisis de la evolucion del peso corporal de los animales tras la
administracion de NMU vy sus respectivos controles muestra un aumento de peso con el
tiempo sin diferencias significativas entre grupos (Tabla R.1, Figura R1). No obstante,
en la semana trece y coincidiendo con la aparicion del primer tumor, se encuentra un
aumento significativo (p<0.01) del peso corporal en los animales tratados con NMU, que

vuelve a los valores control a partir de la semana 14.
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| PESO CORPORAL |
Semana | Control | | Tumoral NMU |

190.97 £3.79

198.53 +4.8

198.08 + 4.5

200.82 + 4.09

201.66 £ 5.67

202.93+9.19

221.08 +5.36

206.32 +£7.43

229.46 £5.23

215.56 +5.32

233.65 £4.37

228.5+£5.07

244.46 + 5.06

236.59 +5.04

248.7+5.75

24494 + 5.41

251.59 £5.01

246.24 £ 4.51

—
(=)

258.38 £5.57

24983 +4.2

11

261.48 £4.92

254.83 £4.82

o
[}

269.2 £6.79

260.89 £ 5.57

p—
w

271.01 +5.8

303.8+10.6

o
=~

273.66 £ 6.04

281.87 +£13.29

[
()]

27552 +4

274.95 £ 8.49

p—
N

277.65+5

269.12 + 8.4

[S=
B |

279.54 £ 6

269.28 £ 6.66

—
(=]

281.21+5

269.93 £ 7.89

o
=

282.7+4

278.27 £7.58

[\
<

| Semam |
T
T
I
T
T
TR
ow

Tabla R.1. Datos de la evolucion del peso corporal, expresado en gramos, desde la primera
semana tras la exposicion al carcindgeno, hasta la semana en que los animales fueron

sacrificados. (Media + SEM; n= 10)

284.03 +£5
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Peso Corporal

* %
—J— Control '|'
--O-- NMU E‘

Figura R.1. Evolucion del peso corporal delosanimalestraslaadministracion de NMU y sus
respectivos controles. (Media + SEM; **p<0.01; n =10)

— 112 —



Aminopeptidasas Séricas y Tisulares en un Modelo.../M? peL PiLar CARRERA GONZALEZ

1.2 Localizacion y tamafio de los tumores de mama inducidos por N-metil
nitrosourea. Parametros de crecimiento tumoral.

El andlisis del numero de tumores, didmetro mayor y didmetro menor de los
tumores de mama inducidos por la administracion de NMU (Tabla R.2.), muestra un
incremento con el tiempo, a partir de la semana 13 de aparicion del primer tumor.
Aparece ademas (TablaR.3.) un periodo de latencia de 113.0 £ 4.2 dias (Media + SEM),

una incidencia tumoral del 60 % y un nimero medio de tumores por rata de 1.93 + 0.4

(Media £ SEM). La figura R.2. muestra la localizacién de los tumores.

| PARAMETROS TUMORALES |

Semana N° Tumores Diametro m Diametro

Menor

[

Mayor

1+£0 1.5+0.5 1.25+0.25

[
=

1+0 2+05 1.37+£0.23

1+0 25+0.54 2.25+0.32

[
W

1.2+0.2 2.1+043 1.8 £0.37

1.28 £ 0.18 2.39+0.42 2.14£0.31

[
B

1.4+0.22 23+£0.35 2.13+£0.35

[
=}

[
o

1.6+£0.3 2.66+£0.3 2.36 £0.27

1.93+04 2.71 £0.28 2.38£0.25

Tabla R.2. Evoluciéon del nimero de tumores, diametro mayor y diametro menor, tras la
aparicion del primer tumor. (Media + SEM; n = 10)

| Periodo de Latencia ||| Incidencia Tumoral ||| Tumores por Rata |

113.0+4.2 60 % 1.93+0.4

Tabla R.3. Parédmetros de crecimiento tumoral en animales con cancer de mama inducido por
la administracion de N-metil nitrosourea. (Media + SEM; n = 10)
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Figura R.2. Localizacion, diametro mayor, y didmetro menor de los tumores de mama
inducidos por la administracion de N-metil nitrosourea en cada animal.
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2.1. Actividad especifica de aminopeptidasas del suero en animales controles y con
tumores de mama inducidos por N-metil nitrosourea.

El analisis del efecto de la actividad especifica de aminopeptidasas del suero en
animales controles y con tumores de mama inducidos por la administracion de NMU,
muestra los siguientes resultados:

La actividad especifica de aminopeptidasa N no muestra cambios significativos
entre los animales controles y los animales con tumores de mama inducidos por NMU
(TablaR4., FiguraR.3.).

La actividad especifica de aminopeptidasa B muestra (Tabla R4., Figura R4.)
un incremento significativo (p<0.01) del 32 % en los animales con tumores de mama
inducidos por NMU, respecto a los controles.

La actividad especifica oxitocinasa muestra un incremento significativo (Tabla
R4., FiguraR5.) (p<0.01) del 45 % en los animales con tumores de mama inducidos
por NMU respecto a los controles.

La actividad especifica pirrolidon carboxipeptidasa (Tabla R4., Figura R.6.)
muestra un descenso significativo (p<0.05) del 28 % en los animales con tumores de
mama inducidos mediante NMU respecto a los controles.

La actividad especifica aspartato aminopeptidasa no muestra cambios
significativos entre los animales control y los animales con tumores de mama inducidos
por NMU (Tabla R4., FiguraR.7.).

La actividad especifica glutamato aminopeptidasa muestra un incremento
significativo (p<0.05) del 54.61 %, en los animales con tumores de mama inducidos
mediante NMU respecto a los controles (Tabla R4., Figura R.8.).

La actividad especifica leucina aminopeptidasa muestra un incremento
significativo (TablaR.4., FiguraR.9.) (p<0.01) del 54.41 % en los animales con tumores
de mama inducidos por NMU respecto a los controles.

La actividad especifica tirosina aminopeptidasa muestra un incremento
significativo (p<0.05) del 60.8 % en los animales con tumores de mama inducidos por
NMU respecto a los controles (Tabla R4., Figura R.10.).
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SUERO

. Comra |

Aminopeptidasa N 143.54 £ 8.30 157.23 +£8.68

Aminopeptidasa B 133.15+£10.08 176.70 +£10.12

Oxitocinasa 88.43 £ 13.77 128.22 £ 6.40

Pirrolids
irrolidon 7235 + 6.40 51.95+6.41

Carboxipeptidasa

A tat
Spartato 68.52 + 5.61 76.76 + 8.54

Aminopeptidasa

lut t
Glutamato 50.61 + 8.02 78.25+7.05

Aminopeptidasa

Leuci
eucma 109.83 = 13.77 169.59 = 11.85

Aminopeptidasa

Tirosina
70.83 +£9.68 113.9+13.07

Aminopeptidasa

Tabla R.4. Valores de actividades especificas de aminopeptidasa N, aminopeptidasa B,
oxitocinasa, pirrolidon carboxipeptidasa, glutamato aminopeptidasa, aspartato
aminopeptidasa, |eucina aminopeptidasa y tirosina aminopeptidasa del suero deratas control
y con tumores de mama inducidos por N-metil nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan
en picomoles de la correspondiente aminoacil-3-naftilamida hidrolizados por minuto y por
miligramo de proteina. (Media =+ SEM; n= 9)
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Aminopeptidasa N

Control NMU

Figura R.3. Representacion de los valores de actividad especifica de aminopeptidasa N del
suero deratas control y con tumores de mama inducidos por N-metil nitrosourea (NMU). Los
resultados se expresan en picomol es de alanina-[3-naftilamida hidrolizados por minuto y por
miligramo de proteina. (Media+ SEM; n= 9)

Aminopeptidasa B

* %

Control NMU

Figura R.4. Representacion de los valores de actividad especifica de aminopeptidasa B del
suero deratas control y con tumores de mama inducidos por N-metil nitrosourea (NMU). Los
resultados se expresan en picomoles de ar ginina-[3-naftilamida hidrolizados por minuto y por
miligramo de proteina. (Media + SEM; **p<0.01; n= 9)
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Oxitocinasa
*
-
Control NMU

Figura R.5. Representacion de los val ores de actividad especifica de oxitocinasa del suero de
ratascontrol y contumoresde mamainducidospor N-metil nitrosourea (NMU). Losresultados
se expresan en picomol es de cistina-3-naftilamida hidrolizados por minutoy por miligramo de
proteina. (Media = SEM;*p<0.05; n=9)

Pirrolidén Carboxipeptidasa

Control NMU
Figura R.6. Representacion de los valores de actividad especifica de pirrolidon

carboxipeptidasa del suero de ratas control y con tumores de mama inducidos por N-metil
nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en picomol es de piroglutamato-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM;*p<0.05; n= 9)
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Aspartato Aminopeptidasa

Control NMU

FiguraR.7. Representacién delosval oresdeactividad especifica deaspartato aminopeptidasa
del suero deratas control y con tumores de mama inducidos por N-metil nitrosourea (NMU).
Los resultados se expresan en picomoles de aspartato-3-naftilamida hidrolizados por minuto
y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; n= 9)

Glutamato Aminopeptidasa

Control NMU

Figura R.8. Representacién de los valores de actividad especifica de glutamato
aminopeptidasa del suero de ratas control y con tumores de mama inducidos por N-metil
nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en picomoles de glutamato-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; *p<0.05; n= 9)
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Leucina Aminopeptidasa

**

Control NMU

Figura R.9. Representacion delos valores de actividad especifica de leucina aminopeptidasa
del suero deratas control y con tumores de mama inducidos por N-metil nitrosourea (NMU).
Los resultados se expresan en picomoles de leucina-3-naftilamida hidrolizados por minuto y
por miligramo de proteina. (Media+ SEM; **p<0.01; n= 9)

Tirosina Aminopeptidasa

Control NMU

FiguraR.10. Representacion delosval ores de actividad especifica detir osina aminopeptidasa
del suero deratas control y con tumores de mama inducidos por N-metil nitrosourea (NMU).
Los resultados se expresan en picomoles de tirosina-3-naftilamida hidrolizados por minuto y
por miligramo de proteina. (Media+ SEM; *p<0.05; n= 9)
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3.ACTIVIDAD ESPECIFICA DE AMINOPEPTIDASAS TISULARES EN
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3.1. Actividad especifica de aminopeptidasas solubles y unidas a membrana en el
hipotalamo de animales controles y con tumores de mama inducidos por N-metil
nitrosourea.

El andlisis de la actividad especifica de aminopeptidasas solubles y unidas a
membrana en el hipotalamo de animales controles y con tumores de mama inducidos por
la administracion de NMU, muestra los siguientes resultados:

La actividad especifica aminopeptidasa N soluble muestra un descenso
significativo (p<0.001) del 66 % en los animales con tumores de mama inducidos por
NMU respecto a los controles. Sin embargo, la actividad especifica de aminopeptidasa
N unida a membrana no muestra cambios significativos entre los animales controles y
los animales con tumores de mama inducidos por NMU (Tabla R.5., Figura R.11.).

La actividad especifica de aminopeptidasa B soluble muestra un descenso
significativo (p<0.001) del 72.7 % en los animales con tumores de mama inducidos por
NMU respecto a los controles (Tabla R.5., Figura R.12.). Por el contrario la actividad
especifica de aminopeptidasa B unida a membrana no muestra cambios significativos
entre los animales control y los animales con tumores de mama inducidos por NMU.

La actividad especifica de oxitocinasa soluble muestra un descenso significativo
(p<0.001) del 48.4 % en los animales con tumores de mama inducidos por NMU
respecto a los controles (TablaR.5., FiguraR.13.). Sin embargo, la actividad especifica
de oxitocinasa unida a membrana no muestra cambios significativos entre los animales
control y los animales con tumores de mama inducidos por NMU.

La actividad especifica de pirrolidon carboxipeptidasa soluble muestra un
descenso significativo (p<0.01) del 41.91 %, en los animales con tumores de mama
inducidos por NMU, respecto a los controles (TablaR.5., FiguraR.14.). Por el contrario,
la actividad especifica de pirrolidon carboxipeptidasa unida a membrana no muestra
ningln cambio significativo entre los animales controles y los animales con tumores
mamarios inducidos por NMU.

Laactividad especifica de aspartato aminopeptidasa soluble muestra un descenso
significativo (p<0.01) del 49.59 % en los animales con tumores de mama inducidos por
NMU respecto a los controles (Tabla R.5., Figura R.15.). Por el contrario, la actividad
especifica de aspartato aminopeptidasa unida a membrana muestra un incremento
significativo (p<0.05) del 106.67 % en los animales con tumores de mama inducidos
por NMU respecto a los controles.

La actividad especifica de glutamato aminopeptidasa soluble y de glutamato
aminopeptidasa unida a membrana (Tabla R.5., Figura R.16.) no muestra cambios
significativos en los animales con tumores de mama inducidos por NMU respecto a los
controles.

La actividad especifica de leucina aminopeptidasa soluble muestra un descenso
significativo (p<0.001) del 65.87 % en los animales con tumores de mama inducidos
por NMU respecto a los controles. Sin embargo, la actividad especifica de leucina
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aminopeptidasa unida a membrana (Tabla R5., Figura R.17.) muestra un aumento
significativo (p<0.05) del 33.8 % en los animales con tumores de mama inducidos por
NMU respecto a los controles.

La actividad especifica de tirosina aminopeptidasa soluble muestra un descenso
significativo(p<0.01) del 72.63 % en los animales con tumores de mama inducidos por
NMU respecto a los controles. Por el contrario la actividad especifica tirosina
aminopeptidasa unida a membrana no muestra ningin cambio significativo (TablaR.5.,
Figura R.18.) en los animales con tumores de mama inducidos por NMU respecto a los
controles.

| HIPOTALAMO |

UNIDA A MEMBRANA |

__Control_|

6.32+0.74

6.94 +0.76

5.32+0.32

5.76 £ 0.50

4.03 +0.49

6.09 + 0.69

7.65 £ 0.63

5.45+0.69

3.16 £0.29

5.04 £0.37

6.53+0.77

5.54+0.95

3.29+0.21

5.081 £0.57

6.46 + 0.64

2.82£0.60

2.23+0.32

2.78 £0.47

5.76 £ 1.03

21.38+3.23

7.29 £0.83

4.11+£0.52

5.47+0.73

10.01 +£2.08

2.74 +0.44

5.55+0.50

7.42 +0.68

2.95+£0.35

3.04+£0.48

TablaR.5. Val oresdeactividades especificas sol ubl esy unidasa membrana de aminopeptidasa
N, aminopeptidasa B, oxitocinasa, pirrolidon carboxipeptidasa, glutamato aminopeptidasa,
aspartato aminopeptidasa, |eucina aminopeptidasa y tirosina aminopeptidasa del hipotadlamo
de ratas control y con tumores de mama inducidos por N-metil nitrosourea (NMU). Los
resultados se expresan en nanomoles de la correspondiente aminoacil-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media + SEM; n = 10)

— 124 —



Aminopeptidasas Séricas y Tisulares en un Modelo.../

M? DEL PILAR CARRERA GONZALEZ

Aminopeptidasa N

Control

NMU

o

~

Figura R.11. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de aminopeptidasa N de ratas control y con tumores de mama inducidos por N-
metil nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en nanomol es de alanina-(3-naftilamida

hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Medi

at SEM; ***p<0.001; n= 10)

Aminopeptidasa B

Control

NMU

T

*kk

&

-

Figura R.12. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de aminopeptidasa B de ratas control y con tumores de mama inducidos por N-
metil nitrosourea (NMU). Losresultados se expresan en nanomoles de ar ginina-3-naftilamida

hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Medi
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Oxitocinasa

Control
NMU

o[

Figura R.13. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de oxitocinasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por N-metil
nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en nanomoles de cistina-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; ***p<0.001; n = 10)

Pirrolidon Carboxipeptidasa

Control
NMU

—

**

Figura R.14. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de pirrolidén carboxipeptidasa deratas control y con tumores de mama inducidos
por N-metil nitrosourea (NMU). Losresultados se expresan en nanomol es de piroglutamato-3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; **p<0.01;
n= 10)
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Aspartato Aminopeptidasa

Control
NMU

*

- T

* %
Figura R.15. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de aspartato aminopeptidasa de ratas control y con tumores de mama inducidos
por N-metil nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en nanomoles de aspartato-(3-

naftilamida hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; *p<0.05;
**p<0.01; n= 10)

Glutamato Aminopeptidasa

%

Figura R.16. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de glutamato aminopeptidasa de ratas control y con tumores de mama inducidos
por N-metil nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en nanomoles de glutamato-(3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; n = 10)

Control
NMU

T
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Leucina Aminopeptidasa

Control
NMU

T

* kK *

*

Figura R.17. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de leucina aminopeptidasa deratas control y con tumores de mama inducidos por
N-metil nitrosourea (NMU). Losresultados se expresan en nanomol esdel eucina-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; *p<0.05; ***p<0.001;
n= 10)

Tirosina Aminopeptidasa

Control
NMU

T

sHE

Figura R.18. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de tirosina aminopeptidasa deratas control y con tumores de mama inducidos por
N-metil nitrosourea (NMU). Losresultados se expresan en nanomol esdetir osina-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; **p<0.01; n= 10)
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3.2. Actividad especifica de aminopeptidasas solubles y unidas a membrana en la
hipofisis anterior de animales controles y con tumores de mama inducidos por N-
metil nitrosourea.

El andlisis de la actividad especifica de aminopeptidasas solubles y unidas a
membrana en la hipofisis anterior de animales controles y con tumores de mama
inducidos por la administracion de NMU, muestra los siguientes resultados:

La actividad especifica de aminopeptidasa N soluble muestra un descenso
significativo (p<0.01) del 20 % en los animales con tumores de mama inducidos por
NMU respecto a los controles (Tabla R.6., Figura R.19.). Sin embargo, la actividad
especifica de aminopeptidasa N unida a membrana no muestra cambios significativos
en los animales con tumores de mama inducidos por NMU respecto a los controles.

La actividad especifica de aminopeptidasa B soluble muestra un descenso
significativo (p<0.01) del 17.45 % en los animales con tumores de mama inducidos por
NMU respecto a los controles. Por el contrario, la actividad especifica de
aminopeptidasa B a membrana no muestra cambios significativos en los animales con
tumores de mama respecto a los tumorales (Tabla R.6., Figura R.20.).

La actividad especifica de oxitocinasa soluble y de oxitocinasa unida a
membrana no muestra cambios significativos entre los animales con tumores de mama
inducidos por NMU y los animales controles (Tabla R6., Figura R.21.).

La actividad especifica de pirrolidon carboxipeptidasa soluble y de pirrolidon
carboxipeptidasa unida a membrana no muestra cambios significativos entre los
animales con tumores de mama inducidos por NMU y los animales controles (Tabla
R6., FiguraR.22.).

La actividad especifica de aspartato aminopeptidasa soluble y de aspartato
aminopeptidasa unida a membrana no muestra cambios significativos entre los animales
con tumores de mama inducidos por NMU vy los animales controles (Tabla R.6., Figura
R.23.).

La actividad especifica de glutamato aminopeptidasa soluble y de glutamato
aminopeptidasa unida a membrana no muestra cambios significativos entre los animales
con tumores de mama inducidos por NMU y los animales controles (TablaR.6., Figura
R.24.).

La actividad especifica de leucina aminopeptidasa soluble muestra un descenso
significativo (p<0.01) del 22.26 % en los animales con tumores de mama inducidos por
NMU respecto a los controles (Tabla R.6., Figura R.25.). Por el contrario, la actividad
especifica leucina aminopeptidasa unida a membrana no muestra cambios significativos
entre los animales controles y los animales con tumores de mama inducidos por NMU.

La actividad especifica de tirosina aminopeptidasa soluble muestra un descenso
significativo (p<0.01) del 29.18 % en los animales con tumores mamarios inducidos por
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NMU respecto a los controles (Tabla R.6., Figura R.26.). Sin embargo, la actividad
especifica tirosina aminopeptidasa unida a membrana no muestra cambios significativos
entre los animales controles y los animales con tumores de mama inducidos por NMU.

| HIPOFISIS ANTERIOR |

SOLUBLE UNIDA A MEMBRANA

| Control | | Control || |

11.12+0.49

4.47+0.22

5.73+£0.7

18.30£0.56

6.33 £0.36

6.32+0.71

4.95+0.37

3.81+0.41

2.37+£0.20

3.28 £ 0.60

2.03+0.11

2.28+0.18

0.93+0.14

0.94 £0.25

2.40+0.14

2.77+£0.23

1.38£0.19

1.41+£0.34

3.09+0.17

3.23+0.24

2.90+0.3

3.18£0.52

8.25+0.43

6.41+£0.13

2.87+0.14

3.44 +£0.43

10.14 £ 0.63

7.18 £ 0.47

2.19+0.18

2.73+£0.48

Tabla R.6. Valores de actividades especificas solubles y unidas a membrana de
aminopeptidasa N, aminopeptidasa B, oxitocinasa, pirrolidon carboxipeptidasa,
glutamato aminopeptidasa, aspartato aminopeptidasa, leucina aminopeptidasa y
tirosina aminopeptidasa dela hipdfisisanterior deratascontrol y contumoresde mama
inducidos por N-metil nitrosourea (NMU) . Los resultados se expresan en nanomoles
dela correspondiente aminoacil-3-naftilamida hidrolizados por minutoy por miligramo
de proteina. (Media + SEM; n = 10)
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Aminopeptidasa N

* %
Figura R.19. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de aminopeptidasa N de ratas control y con tumores de mama inducidos por N-

metil nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en nanomol es de alanina-(3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media + SEM; **p<0.01; n= 10)

Control
NMU

Aminopeptidasa B

Control
NMU

o

Figura R.20. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de aminopeptidasa B deratascontrol y con tumoresde mamainducidospor N-metil
nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en nanomoles de arginina-[3-naftilamida
hidrolizados por minuto y pormiligramo de proteina. (Media+ SEM; **p<0.01; n= 10)
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Oxitocinasa

o

Figura R.21. Representaciéon de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de oxitocinasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por N-metil
nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en nanomoles de cistina-[3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; n= 10)

Control
NMU

Pirrolidon Carboxipeptidasa

Control
NMU

-

Figura R.22. Representacién de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de pirrolidén carboxipeptidasa deratas control y con tumores de mama inducidos
por N-metil nitrosourea (NMU). Losresultados se expresan en nanomol es de piroglutamato-3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; n= 10)
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Aspartato Aminopeptidasa

Control
NMU

Figura R.23. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de aspartato aminopeptidasa deratascontrol y con tumoresde mamainducidospor
N-metil nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en nanomoles de aspartato-f3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; n = 10)

Glutamato Aminopeptidasa

Control
NMU

- T

Figura R.24. Representaciéon de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de glutamato aminopeptidasa deratas control y con tumor esde mamainducidospor
N-metil nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en nanomoles de glutamato-[3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; n= 10)
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Leucina Aminopeptidasa

Control
—_ NMU

* %

Figura R.25. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de leucina aminopeptidasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por
N-metil nitrosourea (NMU). Losresultados se expresan en nanomol esdel eucina-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media + SEM; **p<0.01; n = 10)

Tirosina Aminopeptidasa

Control
NMU

2

m

Figura R.26. Representaciéon de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de tirosina aminopeptidasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por
N-metil nitrosourea (NMU). Losresultados se expresan en nanomol esdetirosina-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media + SEM; **p<0.01; n= 10)
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3.3. Actividad especifica de aminopeptidasas solubles y unidas a membrana en la
hipofisis posterior de animales controles y con tumores de mama inducidos por N-
metil nitrosourea.

El andlisis de la actividad especifica de aminopeptidasas solubles y unidas a
membrana en la hip6fisis posterior de animales controles y con tumores de mama
inducidos por la administracion de NMU, muestra los siguientes resultados:

La actividad especifica de aminopeptidasa N soluble no muestra cambios
significativos (Tabla R.7., Figura R.27.) entre los animales control y los animales con
tumores de mama inducidos por NMU. Sin embargo, la actividad especifica de
aminopeptidasa N unida a membrana muestra un descenso significativo (p<0.05) del
58.35 % en los animales con tumores de mama inducidos por NMU respecto a los
controles.

La actividad especifica de aminopeptidasa B soluble y de aminopeptidasa B
unida a membrana no muestra cambios significativos entre los animales control y los
animales con tumores de mama inducidos por NMU (Tabla R7., Figura R.28.).

La actividad especifica de oxitocinasa soluble y de oxitocinasa unida a
membrana no muestra cambios significativos entre los animales controles y los animales
con tumores de mama inducidos por NMU (Tabla R.7., Figura R.29.).

La actividad especifica de pirrolidon carboxipeptidasa soluble y de pirrolidon
carboxipeptidasa unida a membrana no muestra cambios significativos entre los
animales controles y los animales con tumores de mama inducidos por NMU (Tabla
R7., FiguraR.30.).

La actividad especifica de aspartato aminopeptidasa soluble y de aspartato
aminopeptidasa unida a membrana no muestra cambios significativos entre los animales
controles y los animales con tumores de mama inducidos por NMU (TablaR.7., Figura
R31.).

La actividad especifica de glutamato aminopeptidasa soluble y de glutamato
aminopeptidasa unida a membrana no muestra cambios significativos entre los animales
controles y los animales con tumores de mama inducidos por NMU (TablaR.7., Figura
R.32.).

La actividad especifica de leucina aminopeptidasa soluble y de leucina
aminopeptidasa unida a membrana no muestra cambios significativos entre los animales
controles y los animales con tumores de mama inducidos por NMU (TablaR.7., Figura
R.33.).

La actividad especifica de tirosina aminopeptidasa soluble y de tirosina
aminopeptidasa unida a membrana no muestra cambios significativos entre los animales

controles y los animales con tumores de mama inducidos por NMU (TablaR.7., Figura
R.34.).
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| HIPOFISIS POSTERIOR |

UNIDA A MEMBRANA |

|_Control_|

2.92 £0.37

2.35+£0.16

2.94+£0.32

3.14+£0.19

1.49+£0.26

0.62 £0.22

1.47+0.16

1.70 £ 0.11

1.50 £ 0.41

1.10+£0.23

0.98+0.11

1.18+0.14

1.82 £0.28

1.56 £ 0.24

1.05+£0.15

1.17+£0.16

0.94 +0.22

0.93+£0.17

1.2+£0.19

1.30+0.2

1.13+£0.40

1.52+£0.35

2.93£0.35

2.62+0.2

1.15+£0.18

0.78+0.12

3.56 £0.48

2.84£0.33

2.97+0.51

2.25+0.38

4.82 +0.89

2.76 £0.33

TablaR.7. Val oresdeactividades especifi cas sol ubl esy unidasa membrana deaminopeptidasa
N, aminopeptidasa B, oxitocinasa, pirrolidon carboxipeptidasa, glutamato aminopeptidasa,
aspartato aminopeptidasa, leucina aminopeptidasa y tirosina aminopeptidasa de la hipdfisis
posterior de ratas contral y con tumores de mama inducidos por N-metil nitrosourea (NMU).
Los resultados se expresan en nanomoles de la correspondiente aminoacil-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media + SEM; n = 10)
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Aminopeptidasa N

Control
NMU

*
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Figura R.27. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de aminopeptidasa N deratas control y con tumores de mamainducidos por N-metil
nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en nanomoles de alanina-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media + SEM; *p<0.05; n = 10)

Aminopeptidasa B

Control
NMU

Figura R.28. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de aminopeptidasa B deratas control y con tumor es de mamainducidos por N-metil
nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en nanomoles de arginina-[3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Mediax SEM; n= 10)
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Oxitocinasa

Control
NMU

Figura R.29. Representaciéon de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de oxitocinasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por N-metil
nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en nanomoles de cistina-[3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Mediax SEM; n= 10)

Pirrolidon Carboxipeptidasa

Control
NMU

Figura R.30. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de pirroliddn carboxipeptidasa de ratas control y con tumores de mama inducidos
por N-metil nitrosourea (NMU). Losresultados se expresan en nanomol es de piroglutamato-3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; n= 10)
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Aspartato Aminopeptidasa

i [

Figura R.31. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de aspartato aminopeptidasa deratascontrol y con tumoresde mamainducidospor
N-metil nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en nanomoles de aspartato-f3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; n = 10)

Control
NMU

-

Glutamato Aminopeptidasa

i

Figura R.32. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de glutamato aminopeptidasa deratas control y con tumor es de mamainducidospor
N-metil nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en nanomoles de glutamato-[3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; n= 10)

Control
NMU
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Leucina Aminopeptidasa

Control
NMU

Figura R.33. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de leucina aminopeptidasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por
N-metil nitrosourea (NMU). Losresultados se expresan en nanomol esdel eucina-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; n= 10)

Tirosina Aminopeptidasa

Control
NMU

Figura R.34. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de tirosina aminopeptidasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por
N-metil nitrosourea (NMU). Losresultados se expresan en nanomol esdetir osina-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; n= 10)
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3.4. Actividad especifica de aminopeptidasas solubles en la glandula pineal de
animales controles y con tumores de mama inducidos por N-metil nitrosourea.

El andlisis de la actividad especifica de aminopeptidasas solubles en la glandula
pineal de animales controles y con tumores de mama inducidos por la administracion de
NMU, muestra los siguientes resultados:

La actividad especifica de aminopeptidasa N soluble (TablaR.8., FiguraR.35.)
no muestra cambios significativos entre los animales controles y los animales con
tumores de mama inducidos por NMU.

La actividad especifica de aminopeptidasa B soluble (Tabla R.8., Figura R.36.)
no muestra cambios significativos entre los animales controles y los animales con
tumores de mama inducidos por NMU.

La actividad especifica de oxitocinasa soluble muestra un descenso significativo
(p<0.05) del 46.33 % en los animales con tumores de mama inducidos por NMU
respecto a los controles (Tabla R.8., Figura R.37.).

La actividad especifica de pirrolidon carboxipeptidasa soluble (Tabla R.8.,
Figura R.38.) no muestra cambios significativos entre los animales controles y los
animales con tumores de mama inducidos por NMU.

Laactividad especifica de aspartato aminopeptidasa soluble muestra un descenso
significativo (p<0.01) del 79 % en los animales con tumores de mama inducidos por
NMU respecto a los controles (Tabla R.8., Figura R.39.).

Laactividad especifica de glutamato aminopeptidasa soluble (TablaR.8., Figura
R.40.) no muestra cambios significativos entre los animales controles y los animales con
tumores de mama inducidos por NMU.

La actividad especifica de leucina aminopeptidasa soluble (Tabla R.8., Figura
R.41.) no muestra cambios significativos entre los animales controles y los animales con
tumores de mama inducidos por NMU.

La actividad especifica de tirosina aminopeptidasa soluble (Tabla R.8., Figura
R.42.) no muestra cambios significativos entre los animales controles y los animales con
tumores de mama inducidos por NMU.

Las actividades especificas de aminopeptidasa N, aminopeptidasa B, oxitocinasa,
aspartato aminopeptidasa, glutamato aminopeptidasa, pirrolidon carboxipeptidasa,
leucina aminopeptidasa y tirosina aminopeptidasa unidas a membrana no fueron
detectadas por el método fluorimétrico empleado.
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| GLANDULA PINEAL |

| SOLUBLE |

| Control |

Aminopeptidasa N
Aminopeptidasa B
Ocxitocinasa

Pirrolidon

Carboxipeptidasa

Aspartato
Aminopeptidasa

Glutamato
Aminopeptidasa

Leucina
Aminopeptidasa

Tirosina
Aminopeptidasa

4.15+£0.33

3.32+0.45

5.11+0.46

3.90 + 0.66

3.60+0.3

1.93 +£0.59

1.31+£0.17

2.05+£0.52

1.51 £0.28

0.31+0.15

1.59 £0.27

1.3+0.2

5.02+0.36

4.12+£0.23

3.59+0.43

3.19+1.20

Tabla R.8. Valores de actividades especificas sol ubles de aminopeptidasa N, aminopeptidasa
B, oxitocinasa, pirrolidon  carboxipeptidasa, glutamato aminopeptidasa, aspartato
aminopeptidasa, leucina aminopeptidasa y tirosina aminopeptidasa de la glandula pineal de
ratascontrol y con tumores de mamainducidospor N-metil nitrosourea (NMU). Losresultados
se expresan en nanomoles de la correspondiente aminoacil-3-naftilamida hidrolizados por
minuto y por miligramo de proteina. (Media = SEM; n=7)
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Aminopeptidasa N

Control NMU

FiguraR.35. Representacion delosval ores de actividad especifica sol uble de aminopeptidasa
N de ratas control y con tumores de mama inducidos por N-metil nitrosourea (NMU). Los
resultados se expresan en nanomol es de al anina-R3-naftilamida hidrolizados por minuto y por
miligramo de proteina. (Mediax SEM; n=7)

Aminopeptidasa B

Control NMU

FiguraR.36. Representacion delos val ores de actividad especifica sol uble de aminopeptidasa
B de ratas control y con tumores de mama inducidos por N-metil nitrosourea (NMU). Los
resultados se expresan en nanomol es de ar ginina-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por
miligramo de proteina. (Mediax SEM; n=7)
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Oxitocinasa
——
*
Control NMU

Figura R.37. Representacion de los valores de actividad especifica soluble de oxitocinasa de
ratascontrol y contumoresde mamainducidospor N-metil nitrosourea (NMU). Losresultados
se expresan en nanomoles de cistina-3-naftilamida hidrolizados por minuto y por miligramo
de proteina. (Media+ SEM;*p<0.05; n=7)

Pirrolidon Carboxipeptidasa

Control NMU
Figura R.38. Representacion de los valores de actividad especifica soluble de pirrolidon
carboxipeptidasa de ratas contral y con tumores de mama inducidos por N-metil nitrosourea
(NMU). Losresultados seexpresan en nanomol esde pir ogl utamato-(3-naftilamida hidrolizados
por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; n=7)
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Aspartato Aminopeptidasa

* %

]

Control NMU

Figura R.39. Representacion de los valores de actividad especifica soluble de aspartato
aminiopeptidasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por N-metil nitrosourea
(NMU). Losresultados se expresan en nanomol es de aspartato-3-naftilamida hidrolizados por
minuto y por miligramo de proteina. (Mediax SEM; n=7)

Glutamato Aminopeptidasa

Control NMU

Figura R.40. Representacién de los valores de actividad especifica soluble de glutamato
aminopeptidasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por N-metil nitrosourea
(NMU). Losresultados se expresan en nanomol es de gl utamato-3-naftilamida hidrolizados por
minuto y por miligramo de proteina. (Mediax SEM; n=7)
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Leucina Aminopeptidasa

Control NMU

Figura R.41. Representacion de los valores de actividad especifica soluble de leucina
aminopeptidasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por N-metil nitrosourea
(NMU). Los resultados se expresan en nanomoles de leucina-[3-naftilamida hidrolizados por
minuto y por miligramo de proteina. (Mediax SEM; n=7)

Tirosina Aminopeptidasa

Control NMU

Figura R.42. Representacién de los valores de actividad especifica soluble de tirosina
aminopeptidasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por N-metil nitrosourea
(NMU). Los resultados se expresan en nanomol es de tir osina-3-naftilamida hidrolizados por
minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; n=7)
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3.5. Actividad especifica de aminopeptidasas solubles y unidas a membrana en la
glandula mamaria de animales controles y con tumores de mama inducidos por N-
metil nitrosourea.

El analisis de la actividad especifica de aminopeptidasas solubles y unidas a membrana
en la glandula mamaria de animales controles y con tumores de mama inducidos por la
administracion de NMU, muestra los siguientes resultados:

Laactividad especifica de aminopeptidasa N soluble muestra un descenso significativo
(p<0.05) del 32.09 % en los animales con tumores de mama inducidos por NMU respecto a los
controles (Tabla R.9., Figura R.43.). Sin embargo, la actividad especifica de aminopeptidasa
N unida a membrana no muestra cambios significativos entre los animales controles y los
animales con tumores mamarios inducidos por NMU.

Laactividad especifica de aminopeptidasa B soluble muestra un descenso significativo
(p<0.001) del 48.45 % en los animales con tumores de mama inducidos por NMU (TablaR.9.,
Figura R.44.) respecto a los controles. Por el contrario, la actividad especifica de
aminopeptidasa B unida a membrana no muestra cambios significativos entre los animales
controles y los animales con tumores de mama inducidos por NMU.

La actividad especifica de oxitocinasa soluble y de oxitocinasa unida a membrana
(TablaR.9., FiguraR.45.), no muestra cambios significativos entre los animales controles y los
animales con tumores de mama inducidos por NMU.

La actividad especifica de pirrolidon carboxipeptidasa soluble muestra un incremento
significativo (p<0.001) del 1882.7 % en los animales con tumores de mama inducidos por
NMU respecto a los controles. Del mismo modo, la actividad especifica de pirrolidon
carboxipeptidasa unida a membrana muestra un aumento significativo (p<0.05) del 125.24 %
en los animales con tumores de mama inducidos por NMU respecto a los controles (TablaR.9.,
Figura R46.).

La actividad especifica de aspartato aminopeptidasa soluble muestra un incremento
significativo (p<0.001) del 1132.58 % en los animales con tumores de mama inducidos por
NMU respecto a los controles. Del mismo modo, la actividad especifica de aspartato
aminopeptidasa unida a membrana muestra un aumento significativo (p<0.01) del 137 % en los
animales con tumores de mama inducidos por NMU respecto a los controles (TablaR.9., Figura
R.47.).

Laactividad especifica de glutamato aminopeptidasa (TablaR.9., FiguraR.48.) soluble
no muestra cambios significativos entre los animales control y los animales con tumores de
mama inducidos por NMU. Sin embargo, la actividad especifica de glutamato aminopeptidasa
unida a membrana muestra un incremento significativo (p<<0.01) del 136.7 % en los animales
con tumores de mama inducidos por NMU respecto a los controles.

La actividad especifica de leucina aminopeptidasa soluble muestra un descenso
significativo (p<<0.001) del 42.81 % en los animales con tumores de mama inducidos por NMU
respecto a los controles (Tabla R.9., Figura R.49.). Por el contrario, la actividad especifica
leucina aminopeptidasa unida a membrana no muestra cambios significativos entre los animales
controles y los animales con tumores de mama inducidos por NMU.
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La actividad especifica de tirosina aminopeptidasa soluble muestra un descenso
significativo (p<0.001) del 35.93 % en los animales con tumores de mama inducidos NMU
respecto a los controles. Sin embargo, la actividad especifica tirosina aminopeptidasa unida a
membrana no muestra cambios significativos entre los animales controles y tumorales (Tabla
R.9., Figura R50.).

| GLANDULA MAMARIA |

UNIDA A MEMBRANA

560.03 £554

1037.2 £ 70.7

534.58 £54.1

77129 +£213.7

712.02 £ 58.2

349.98 £60.3

479 +£100.3

853.02 £210.6

916.53 £ 86.7

33.17+8

657.69 + 64.2

648.21+215.2

612.14£63.0

32.16 £ 1.8

396.41 £27.5

33994+ 1553

765.71 +£ 83.2

82.52+22.2

73.55+11.9

197.2+114.5

467.39 +30.4

833.75+82.8

476.78 £ 37.2

295.95 +48.7

700.73 £ 84.0

820.85+46.9

525.83 +£34.8

950.96 = 340.1

850.41 + 82.7

762.75+83.2

627.73 £ 66.2

Tabla R.9. Val ores de actividades especificas sol ubles de aminopeptidasa N, aminopeptidasa
B, oxitocinasa, pirrolidén carboxipeptidasa, glutamato aminopeptidasa, aspartato
aminopeptidasa, leucina aminopeptidasa y tirosina aminopeptidasa de la glandula mamaria
de ratas control y con tumores de mama inducidos por N-metil nitrosourea (NMU). Los
resultados se expresan en picomoles de la correspondiente aminoacil-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media + SEM; n = 10)
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Aminopeptidasa N

;

Control
NMU

Figura R.43. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de aminopeptidasa N deratas control y con tumores de mamainducidos por N-metil
nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en picomoles de alanina-f3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; *p<0.05; n= 10)

Aminopeptidasa B

Control
NMU

1 T_l_

* k¥

Figura R.44. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de aminopeptidasa B deratas control y con tumor es de mamainducidos por N-metil
nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en picomoles de arginina-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media = SEM; ***p<0.001; n = 10)
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Oxitocinasa

Control
NMU

;

Figura R.45. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de oxitocinasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por N-metil
nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en picomoles de cistina-f3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; n= 10)

Pirrolidon Carboxipeptidasa

Control
NMU

* k¥

T

—

*

T

Figura R.46. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de pirrolidon carboxipeptidasa de ratas control y con tumores de mama inducidos
por N-metil nitrosourea (NMU). Losresultados se expresan en picomol es de piroglutamato-3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media + SEM;

*p<0.05;***p<0.001; n = 10)

— 150 —



Aminopeptidasas Séricas y Tisulares en un Modelo.../M?® peL PiLaR CARRERA GONZALEZ

Aspartato Aminopeptidasa

Control
NMU * %
L X X ] —I_
1
—

Figura R.47. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de aspartato aminopeptidasa deratascontrol y con tumoresde mamainducidospor
N-metil nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en picomoles de aspartato-[3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media + SEM,;
**p<0.01;***p<0.001; n= 10)

Glutamato Aminopeptidasa

Control * ¥

NMU —|—

- |

Figura R.48. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de glutamato aminopeptidasa deratas control y con tumor esde mamainducidospor
N-metil nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en picomoles de glutamato-[3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media + SEM;
**p<0.01;***p<0.001; n= 10)
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Leucina Aminopeptidasa

:

Control
NMU

* %%

Figura R.49. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de leucina aminopeptidasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por
N-metil nitrosourea (NMU). Losresultados se expresan en picomol es deleucina-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media = SEM;***p<0.001; n = 10)

Tirosina Aminopeptidasa

Control
NMU

I T
*hk T

Figura R.50. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de tirosina aminopeptidasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por
N-metil nitrosourea (NMU). Losresultados se expresan en picomol esdetirosina-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM;***p<0.001; n = 10)
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3.6. Actividad especifica de aminopeptidasas solubles y unidas a membrana en el
tiroides de animales controles y con tumores de mama inducidos por N-metil
nitrosourea.

El analisis de la actividad especifica de aminopeptidasas solubles y unidas a membrana
en la glandula mamaria de animales controles y con tumores de mama inducidos por la
administracion de NMU, muestra los siguientes resultados:

Laactividad especifica de aminopeptidasa N soluble muestra un descenso significativo
(p<0.001) del 39.32 % en los animales con tumores mamarios inducidos por NMU respecto a
los controles. Por el contrario, la actividad especifica de aminopeptidasa N unida a membrana
no muestra cambios significativos entre los animales controles y los animales con tumores de
mama inducidos por NMU (Tabla R.10., Figura R51.).

Laactividad especifica de aminopeptidasa B soluble no muestra cambios significativos
entre los animales controles y los animales con tumores de mama inducidos por NMU (Tabla
R.7., Figura R.25.). Del mismo modo, la actividad especifica de aminopeptidasa B unida a
membrana no muestra cambios significativos entre los animales controles y los animales con
tumores de mama inducidos por NMU (Tabla R.10., Figura R.52.).

La actividad especifica de oxitocinasa soluble muestra un descenso significativo
(p<0.01) del 50.55 % en los animales con tumores de mama inducidos con NMU respecto a los
controles (TablaR.10., FiguraR.53.). Sin embargo, la actividad especifica de oxitocinasa unida
a membrana no muestra cambios significativos entre los animales controles y los animales con
tumores de mama inducidos por NMU.

La actividad especifica de pirrolidon carboxipeptidasa soluble no muestra cambios
significativos entre los animales controles y los animales con tumores de mama inducidos por
NMU. Del mismo modo, la actividad especifica de pirrolidon carboxipeptidasa unida a
membrana no muestra cambios significativos entre los animales controles y los animales con
tumores de mama inducidos por NMU (Tabla R.10., Figura R.54.).

La actividad especifica de aspartato aminopeptidasa soluble muestra un incremento
significativo (p<0.05) del 65.63 % en los animales con tumores de mama inducidos por NMU
respecto a los controles. Sin embargo, la actividad especifica de aspartato aminopeptidasa unida
a membrana no muestra cambios significativos entre los animales controles y los animales con
tumores de mama inducidos por NMU (Tabla R.10., Figura R.55.).

La actividad especifica de glutamato aminopeptidasa soluble y la actividad especifica
de glutamato aminopeptidasa unida a membrana no muestra cambios significativos entre los
animales controles y los animales con tumores de mama inducidos por NMU (Tabla R.10.,
Figura R.56.).

La actividad especifica de leucina aminopeptidasa soluble y la actividad especifica de
leucina aminopeptidasa unida a membrana no muestra cambios significativos entre los
animales controles y los animales con tumores de mama inducidos por NMU (Tabla R.10.,
FiguraR.57.).

La actividad especifica de tirosina aminopeptidasa soluble muestra un descenso
significativo (p<0.01) del 22.81 % en los animales con tumores de mama inducidos por NMU
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(Tabla R.7., Figura R.28.) respecto a los controles. Por el contrario la actividad especifica de
tirosina aminopeptidasa unida a membrana no muestra cambios significativos entre los
animales controles y los animales con tumores de mama inducidos por NMU (Tabla R.10.,
Figura R58.).

| TIROIDES |

UNIDA A MEMBRANA |

485.96 +27.7

689.28 £45.1

| Control |

246.4 £ 19.9

27536 +37.2

4733£59

315.99+35.2

306.17 + 35.8

41146 +41.4

203.46 £ 33.4

41.29+£6.8

4440+7.1

25.11+£45

41.59+5.4

64.54+£10.9

57.21+£10.6

22.97+3.8

26.99+3.5

41.25+£7.0

108.90 = 65.4

740.69 = 44.1

626.82 £45.1

61.56+7.2

64.83 £19.4

565.42 +£29.6

436.43 £ 21.1

459.79 £ 41.0

533.25+60.5

229.52+£25.2

269.4 £38.1

Tabla R.10.Val ores de actividades especificas sol ubles de aminopeptidasa N, aminopeptidasa
B, oxitocinasa, pirrolidon  carboxipeptidasa, glutamato aminopeptidasa, aspartato
aminopeptidasa, leucinaaminopeptidasay tir osinaaminopeptidasa del tiroidesderatascontrol
y con tumores de mama inducidos por N-metil nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan
en picomoles de la correspondiente aminoacil-3-naftilamida hidrolizados por minuto y por
miligramo de proteina. (Media £ SEM; n = 10).
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Aminopeptidasa N

i

Figura R.51. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de aminopeptidasa N deratas control y con tumores de mamainducidos por N-metil
nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en picomoles de alanina-[3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM;***p<0.001; n = 10)

Control
NMU

Aminopeptidasa B

Control
NMU

Figura R.52. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de aminopeptidasa B deratas control y con tumor es de mamainducidos por N-metil
nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en picomoles de arginina-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; n= 10)
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Oxitocinasa

Control
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Figura R.53. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de oxitocinasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por N-metil
nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en picomoles de cistina-[3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM;**p<0.01; n= 10)

Pirrolidon Carboxipeptidasa

Control
NMU

Figura R.54. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de pirrolidon carboxipeptidasa de ratas control y con tumores de mama inducidos
por N-metil nitrosourea (NMU). Losresultados se expresan en picomol es de piroglutamato-3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; n= 10)
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Aspartato Aminopeptidasa

Control
NMU

m

Figura R.55. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de aspartato aminopeptidasa deratascontrol y con tumoresde mama inducidospor
N-metil nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en picomoles de aspartato-[3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media + SEM; *p<0.05;
n= 10)

Glutamato Aminopeptidasa

ol

Figura R.56. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de glutamato aminopeptidasa deratas control y con tumor es de mamainducidospor
N-metil nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en picomoles de glutamato-[3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; n= 10)

Control
NMU
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Leucina Aminopeptidasa

Control
NMU

Figura R.57. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de leucina aminopeptidasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por
N-metil nitrosourea (NMU). Losresultados se expresan en picomoles deleucina-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; n= 10)

Tirosina Aminopeptidasa

* %
Figura R.58. Representaciéon de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de tirosina aminopeptidasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por

N-metil nitrosourea (NMU). Losresultados se expresan en picomol esdetirosina-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; **p<0.01; n= 10)

Control
NMU
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3.7. Actividad especifica de aminopeptidasas solubles y unidas a membrana en la
glandula adrenal (corteza y médula) de animales controles y con tumores de mama
inducidos por N-metil nitrosourea.

El analisis de la actividad especifica de aminopeptidasas solubles y unidas a
membrana en la corteza adrenal de animales controles y con tumores de mama inducidos
por la administracion de NMU, muestra los siguientes resultados:

La actividad especifica de aminopeptidasa N soluble muestra un descenso
significativo (p<0.01) del 26.76 % en los animales con tumores de mama inducidos por
NMU respecto a los controles. Sin embargo, la actividad especifica de aminopeptidasa
N unida a membrana no muestra cambios significativos entre los animales controles y
los animales con tumores de mama inducidos por NMU (Tabla R.11.1., Figura R.59.).

La actividad especifica de aminopeptidasa B soluble muestra un descenso
significativo (p<0.05) del 23.16 % en los animales con tumores de mama inducidos por
NMU respecto a los controles. Por el contrario, la actividad especifica de
aminopeptidasa B unida a membrana no muestra cambios significativos entre los
animales controles y los animales con tumores de mama inducidos por NMU (Tabla
R.11.1,, Figura R.60.).

La actividad especifica de oxitocinasa soluble y de oxitocinasa unida a
membrana no muestra cambios significativos entre los animales controles y los animales
con tumores de mama inducidos por NMU (Tabla R.11.1., Figura R.61.).

La actividad especifica de pirrolidon carboxipeptidasa soluble no muestra
cambios significativos entre los animales controles y los animales con tumores de mama
inducidos por NMU. Del mismo modo, la actividad especifica de pirrolidon
carboxipeptidasa unida a membrana no muestra cambios significativos entre los
animales controles y los animales con tumores de mama inducidos por NMU (Tabla
R11.1, FiguraR.62.).

La actividad especifica de aspartato aminopeptidasa soluble y de aspartato
aminopeptidasa unida a membrana no muestra cambios significativos entre los animales
controles y los animales con tumores de mama inducidos por NMU (Tabla R.11.1.,
Figura R.63.).

Laactividad especifica de glutamato aminopeptidasa soluble no muestra cambios
significativos entre los animales controles y los animales con tumores de mama
inducidos por NMU. Del mismo modo, la actividad especifica de glutamato
aminopeptidasa unida a membrana no muestra cambios significativos entre los animales
controles y los animales con tumores de mama inducidos por NMU (Tabla R.11.1.,
Figura R.64.).

— 159 —



Aminopeptidasas Séricas y Tisulares en un Modelo.../M?® peL PiLaR CARRERA GONZALEZ

La actividad especifica de leucina aminopeptidasa muestra un descenso
significativo (Tabla R.11.1., Figura R.65.) (p<0.05) del 22.76 % en los animales con
tumores mamarios inducidos por NMU respecto a los controles. Por el contrario, la
actividad especifica de leucina aminopeptidasa unida a membrana no muestra cambios
significativos entre los animales controles y los animales con tumores de mama
inducidos por NMU.

La actividad especifica de tirosina aminopeptidasa soluble no muestra cambios
significativos entre los animales controles y los animales con tumores de mama
inducidos por NMU. Del mismo modo, la actividad especifica de tirosina
aminopeptidasa unida a membrana no muestra cambios significativos entre los animales
controles y los animales con tumores de mama inducidos por NMU (Tabla R.11.1.,
Figura R.66.).

| CORTEZA ADRENAL |

UNIDA A MEMBRANA |

| Control |

1177.84 + 68.3

905.03 + 68.4

681.43 +£152.3

519.98 £67.0

699.84 £47.5

626.63 + 48.5

626.22 + 83.6

594.53 £48.3

158.23 £33.5

123.59 +38.4

423 +49.5

431+43.8

144.81 £ 54.0

139.38 £ 72.1

173.82 £ 78.7

196.28 + 64.8

124.51 +£ 38.6

101.64 £37.4

228.52 £ 126.0

207.17 + 58.0

1198.48 + 86.1

925.69 + 82.3

167.98 + 67.2

133.99+37.4

996.26 = 51.6

903.16 + 38.5

801.72 + 80.5

750 £ 60.2

601.66 + 80.3

446.71 +£36.4

TablaR.11.1.Valoresdeactivi dades especifi cas sol ubl esde aminopeptidasa N, aminopeptidasa
B, oxitocinasa, pirrolidon  carboxipeptidasa, glutamato aminopeptidasa, aspartato
aminopeptidasa, leucina aminopeptidasa y tirosina aminopeptidasa de la corteza adrenal de
ratascontrol y con tumoresde mamainducidospor N-metil nitrosourea (NMU). Losresultados
se expresan en picomoles de la correspondiente aminoacil-3-naftilamida hidrolizados por
minuto y por miligramo de proteina. (Media =+ SEM; n = 10)
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Aminopeptidasa N

Control
NMU

Figura R.59. Representaciéon de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de aminopeptidasa N deratas control y con tumores de mamainducidospor N-metil
nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en picomoles de alanina-[3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; **p<0.01; n= 10)

Aminopeptidasa B

Control
NMU

Figura R.60. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de aminopeptidasa B deratas control y con tumor es de mamainducidos por N-metil
nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en picomoles de arginina-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media + SEM; *p<0.05; n = 10)
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Oxitocinasa

Control
NMU

Figura R.61. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de oxitocinasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por N-metil
nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en picomoles de cistina-f3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; n= 10)

Pirrolidon Carboxipeptidasa

Control
NMU

il

Figura R.62. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de pirrolidon carboxipeptidasa de ratas control y con tumores de mama inducidos
por N-metil nitrosourea (NMU). Losresultados se expresan en picomol es de piroglutamato-3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; n= 10)
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Aspartato Aminopeptidasa

Control
NMU

Figura R.63. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de aspartato aminopeptidasa deratascontrol y con tumoresde mama inducidospor
N-metil nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en picomoles de aspartato-[3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; n= 10)

Glutamato Aminopeptidasa

i

Figura R.64. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de glutamato aminopeptidasa deratascontrol y con tumor esde mamainducidospor
N-metil nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en picomoles de glutamato-[3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; n = 10)

Control
NMU
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Leucina Aminopeptidasa

Control
NMU
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Figura R.65. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de leucina aminopeptidasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por
N-metil nitrosourea (NMU). Losresultados se expresan en picomol es deleucina-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM;*p<0.05; n= 10)

Tirosina Aminopeptidasa

Control
NMU

Figura R.66. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de tirosina aminopeptidasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por
N-metil nitrosourea (NMU). Losresultados se expresan en picomol esdetirosina-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Mediax SEM; n= 10)
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El analisis de la actividad especifica de aminopeptidasas solubles y unidas a
membrana en la médula adrenal de animales controles y con tumores de mama inducidos
por la administracion de NMU, muestra los siguientes resultados:

La actividad especifica de aminopeptidasa N soluble muestra un descenso
significativo (p<0.05) del 30.05 % en los animales con tumores de mama inducidos por
NMU (Tabla R11.2., Figura R67.) respecto a los controles. Del mismo modo, la
actividad especifica de aminopeptidasa N unida a membrana muestra un descenso
significativo (p<0.05) del 32.27 % en los animales con tumores de mama inducidos por
NMU respecto a los controles.

La actividad especifica de aminopeptidasa B soluble no muestra cambios
significativos entre los animales controles y los animales con tumores de mama
inducidos por NMU. Sin embargo, la actividad especifica de aminopeptidasa B unida
amembrana muestra un descenso significativo (p<0.05) del 27.21 % en los animales con
tumores de mama inducidos por NMU respecto a los controles (Tabla R.11.2., Figura
R.68.).

La actividad especifica de oxitocinasa soluble muestra un descenso significativo
(p<0.05) del 20.41 % en los animales con tumores de mama inducidos por NMU (Tabla
R.11.2., Figura R.69.) respecto a los controles. Sin embargo, la actividad especifica de
oxitocinasa unida a membrana no muestra cambios significativos entre los animales
controles y los animales con tumores de mama inducidos por NMU.

La actividad especifica de leucina aminopeptidasa soluble no muestra cambios
significativos entre los animales controles y los animales con tumores de mama
inducidos por NMU. Del mismo modo, la actividad especifica leucina aminopeptidasa
unida a membrana no muestra cambios significativos entre los animales controles y los
animales con tumores de mama inducidos por NMU (Tabla R.11.2., Figura R.70.).

La actividad especifica de tirosina aminopeptidasa soluble muestra un descenso
significativo (p<0.05) del 40.35 % en los animales con tumores de mama inducidos por
NMU (TablaR.11.2., Figura R.71.) respecto a los controles. Sin embargo, la actividad
especifica de tirosina aminopeptidasa unida a membrana no muestra cambios
significativos entre los animales controles y los animales con tumores de mama
inducidos por NMU.

Las actividades especificas de pirrolidon carboxipeptidasa, aspartato

aminopeptidasa y glutamato aminopeptidasa, tanto en su fraccion soluble como unida
a membrana, no fueron detectadas por el método fluorimétrico empleado.
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| MEDULA ADRENAL |

SOLUBLE

UNIDA A MEMBRANA

>>|:
w
= |||Z

| Control |

1.45+0.16

1.01 £0.05

1.6 +0.27

1.45+0.12

1.51+£0.11

1.2+0.06

ND

ND

ND

ND

ND

ND

1.99 £0.26

1.94+£0.14

1.3+£0.21

0.77 £ 0.05

)

>
)
=]

| Control |

0.49 £0.05

0.33 £0.02

0.58+0.53

0.42 +£0.04

0.43+£0.03

0.32+£0.09

ND

ND

ND

ND

ND

ND

0.86 £0.11

0.52+0.13

0.35+0.04

0.25+0.03

TablaR.11.2.Valoresdeactivi dades especificas sol ubl esdeaminopeptidasa N, aminopeptidasa
B, oxitocinasa, pirrolidon  carboxipeptidasa, glutamato aminopeptidasa, aspartato
aminopeptidasa, leucina aminopeptidasa y tirosina aminopeptidasa de la médula adrenal de
ratascontrol y contumoresde mamainducidospor N-metil nitrosourea (NMU). Losresultados
se expresan en hanomoles de la correspondiente aminoacil-3-naftilamida hidrolizados por
minuto y por miligramo de proteina. (Media + SEM; n= 10) (ND; actividad No Detectada)
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Aminopeptidasa N

Control
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%*
——
*

Figura R.67. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de aminopeptidasa N deratascontrol y contumores de mamainducidos por N-metil
nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en nanomoles de alanina-[3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; *p<0.05; n = 10)

Aminopeptidasa B

Control
NMU

i

Figura R.68. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de aminopeptidasa B deratas control y con tumor es de mamainducidos por N-metil
nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en nanomoles de arginina-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media + SEM; *p<0.05; n = 10)
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Oxitocinasa

Control
NMU

*
Figura R.69. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de oxitocinasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por N-metil

nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en nanomoles de cistina-[3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; *p<0.05; n= 10)
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Leucina Aminopeptidasa

Control
NMU
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Figura R.70. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de leucina aminopeptidasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por
N-metil nitrosourea (NMU). Losresultados se expresan en nanomol esdel eucina-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; n= 10)

Tirosina Aminopeptidasa

Control
NMU

*
Figura R.71. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de tirosina aminopeptidasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por

N-metil nitrosourea (NMU). Losresultadosse expresan en nanomol esdetir osina-R-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media + SEM; *p<0.05; n = 10)

T
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3.8. Actividad especifica de aminopeptidasas solubles y unidas a membrana en
ovario de animales controles y con tumores de mama inducidos por N-metil
nitrosourea.

El analisis de la actividad especifica de aminopeptidasas solubles y unidas a membrana
en ovario de animales controles y con tumores de mama inducidos por la administracion de
NMU, muestra los siguientes resultados:

Laactividad especifica de aminopeptidasa N soluble no muestra cambios significativos
entre los animales controles y los animales con tumores de mama inducidos por NMU. Del
mismo modo, la actividad especifica de aminopeptidasa N unida a membrana no muestra
cambios significativos entre los animales controles y los animales con tumores de mama
inducidos por NMU (Tabla R.12., Figura R.72.).

Laactividad especifica de aminopeptidasa B soluble no muestra cambios significativos
entre los animales controles y los animales con tumores de mama inducidos por NMU. Del
mismo modo, la actividad especifica de aminopeptidasa B unida a membrana no muestra
cambios significativos entre los animales controles y los animales con tumores de mama
inducidos por NMU (Tabla R.12., Figura R.73.).

La actividad especifica de oxitocinasa soluble muestra un descenso significativo
(p<0.01) del 53.37 % en los animales con tumores de mama inducidos por NMU. Sin embargo,
la actividad especifica de oxitocinasa unida a membrana no muestra cambios significativos
entre los animales controles y los animales con tumores de mama inducidos por NMU (Tabla
R12., FiguraR74.).

La actividad especifica de pirrolidon carboxipeptidasa soluble muestra un incremento
significativo (p<0.01) del 117.83 % en los animales con tumores de mama inducidos por NMU
respecto a los controles. Por el contrario, la actividad especifica de pirrolidon carboxipeptidasa
unida a membrana no muestra cambios significativos entre los animales control y los animales
con tumores de mama inducidos por NMU (Tabla R.12., Figura R.75.).

La actividad especifica de aspartato aminopeptidasa soluble muestra un incremento
significativo (p<0.05) del 268.51 % en los animales con tumores de mama inducidos por NMU
respecto a los controles. Por el contrario, la actividad especifica aspartato aminopeptidasa unida
a membrana no muestra cambios significativos entre los animales control y los animales con
tumores de mama inducidos por NMU (Tabla R.12., Figura R.76.).

La actividad especifica de glutamato aminopeptidasa soluble muestra un incremento
significativo (P<0.001) del 172.54 % en los animales con tumores de mama inducidos por NMU
respecto a los controles( Tabla R.12., Figura R77.). Sin embargo, la actividad especifica
glutamato aminopeptidasa unida a membrana no muestra cambios significativos entre los
animales control y los animales con tumores de mama inducidos por NMU.

La actividad especifica de leucina aminopeptidasa soluble muestra un descenso
significativo (p<0.05) del 17.95 % en los animales con tumores de mama inducidos por NMU
respecto a los controles (Tabla R.12., Figura R.78.). Por el contrario, la actividad especifica
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leucina aminopeptidasa unida a membrana no muestra cambios significativos entre los animales
control y los animales con tumores de mama inducidos por NMU.

La actividad especifica de tirosina aminopeptidasa soluble muestra un descenso
significativo (P<0.01) del 22.46 % en los animales con tumores de mama inducidos por NMU
respecto a los controles (Tabla R.12., Figura R.79.). Por el contrario, la actividad especifica
tirosina aminopeptidasa unida a membrana no muestra cambios significativos entre los animales
control y los animales con tumores de mama inducidos por NMU.

| OVARIO |

SOLUBLE UNIDA A MEMBRANA |

| Control | | Control |

2.75+0.14 3.57+0.29

-
i

2.50+0.22 436 +0.58

>
z
>
Z

3.53+0.34 3.47+0.31 3.14+0.29 3.9+0.58

>
w
>
=~
o}

1.40+0.13

0.65+0.2

0.16 £ 0.01

0.35+0.67

0.24 £0.04

0.88 £0.21

0.42 £0.47

1.16 £0.14

3.1+0.1

2.54+0.24

1.82 £ 0.087

1.41 £0.08

141+£0.3

1.22+£0.5

0.7 +£0.098

0.8 £0.11

0.61+£0.14

1.19 £0.39

2.61 £0.31

3.22+0.51

2.98+0.3

2.91+£0.54

1.65+0.17

1.78 £ 0.48

Tabla R.12.Val ores de actividades especificas sol ubles de aminopeptidasa N, aminopeptidasa
B, oxitocinasa, pirrolidén carboxipeptidasa, glutamato aminopeptidasa, aspartato
aminopeptidasa, leucina aminopeptidasa y tir osina aminopeptidasa de ovario deratas control
y con tumores de mama inducidos por N-metil nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan
en nanomoles de la correspondiente aminoacil-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por
miligramo de proteina. (Media = SEM; n = 10)
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Aminopeptidasa N

Control
NMU

T

Figura R.72. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de aminopeptidasa N deratas control y con tumores de mamainducidos por N-metil
nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en nanomoles de alanina-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; n= 10)

Aminopeptidasa B

Control
NMU

T

Figura R.73. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de aminopeptidasa B deratas control y con tumor es de mamainducidos por N-metil
nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en nanomoles de arginina-[3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Mediax SEM; n= 10)
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Oxitocinasa

Control
NMU
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Figura R.74. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de oxitocinasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por N-metil
nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en nanomoles de cistina-[3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; **p<0.01; n= 10)

Pirrolidon Carboxipeptidasa

Control
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Figura R.75. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de pirrolidon carboxipeptidasa de ratas control y con tumores de mama inducidos
por N-metil nitrosourea (NMU). Losresultados se expresan en nanomol es de pir oglutamato-(3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; **p<0.01;
n= 10)
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Aspartato Aminopeptidasa

%*
Figura R.76. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de aspartato aminopeptidasa de ratas control y con tumoresde mama inducidospor
N-metil nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en nanomoles de aspartato-[3-

naftilamida hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media = SEM; *p<0.05;
n= 10)

Control
NMU

;

Glutamato Aminopeptidasa

Control
NMU
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* kX
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Figura R.77. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de glutamato aminopeptidasa deratas control y con tumor esde mamainducidospor
N-metil nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en nanomoles de glutamato-3-
naftilamidahidrolizadospor minutoy por miligramodeproteina. (Media+ SEM; ***p<0.001;
n= 10)
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Leucina Aminopeptidasa

Control
NMU

Figura R.78. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de leucina aminopeptidasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por
N-metil nitrosourea (NMU). Losresultados se expresan en nanomol esdel eucina-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; *p<0.05; n= 10)

Tirosina Aminopeptidasa

Control
NMU

**

Figura R.79. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de tirosina aminopeptidasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por
N-metil nitrosourea (NMU). Losresultadosse expresan en nanomol esdetir osina-R-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media + SEM; **p<0.01; n= 10)
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3.9. Actividad especifica de aminopeptidasas solubles y unidas a membrana en
utero de animales controles y con tumores de mama inducidos por N-metil
nitrosourea.

El analisis de la actividad especifica de aminopeptidasas solubles y unidas a membrana
en utero de animales controles y con tumores de mama inducidos por la administraciéon de
NMU, muestra los siguientes resultados:

Laactividad especifica de aminopeptidasa N soluble no muestra cambios significativos
entre los animales controles y los animales con tumores de mama inducidos por NMU. Del
mismo modo, la actividad especifica de aminopeptidasa N unida a membrana no muestra
cambios significativos entre los animales controles y los animales con tumores de mama
inducidos por NMU (Tabla R.13., Figura R.80.).

Laactividad especifica de aminopeptidasa B soluble no muestra cambios significativos
entre los animales controles y los animales con tumores de mama inducidos por NMU. Del
mismo modo, la actividad especifica de aminopeptidasa B unida a membrana no muestra
cambios significativos entre los animales controles y los animales con tumores de mama
inducidos por NMU (Tabla R.13., Figura R.81.).

La actividad especifica de oxitocinasa soluble no muestra cambios significativos entre
los animales controles y los animales con tumores de mama inducidos por NMU. Del mismo
modo, la actividad especifica de oxitocinasa unida a membrana no muestra cambios
significativos entre los animales controles y los animales con tumores de mama inducidos por
NMU (Tabla R.13., Figura R.82.).

La actividad especifica de pirrolidon carboxipeptidasa soluble no muestra cambios
significativos entre los animales controles y los animales con tumores de mama inducidos por
NMU. Del mismo modo, la actividad especifica de pirrolidon carboxipeptidasa unida a
membrana no muestra cambios significativos entre los animales controles y los animales con
tumores de mama inducidos por NMU (Tabla R.13., Figura R.83.).

La actividad especifica de aspartato aminopeptidasa soluble muestra un incremento
significativo (p<0.01) del 250.73 % en los animales con tumores de mama inducidos por NMU
respecto a los controles. Por el contrario, la actividad especifica de aspartato aminopeptidasa
unida a membrana no muestra cambios significativos entre los animales control y los animales
con tumores de mama inducidos por NMU (Tabla R.13., Figura R.84.).

La actividad especifica de glutamato aminopeptidasa soluble no muestra cambios
significativos entre los animales controles y los animales con tumores de mama inducidos por
NMU. Del mismo modo, la actividad especifica de glutamato aminopeptidasa unida a
membrana no muestra cambios significativos entre los animales controles y los animales con
tumores de mama inducidos por NMU (Tabla R.13., Figura R.85.).

La actividad especifica de leucina aminopeptidasa soluble no muestra cambios
significativos entre los animales controles y los animales con tumores de mama inducidos por
NMU. Del mismo modo, la actividad especifica de leucina aminopeptidasa unida a membrana
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no muestra cambios significativos entre los animales controles y los animales con tumores de
mama inducidos por NMU (Tabla R.13., Figura R.86 .).

La actividad especifica de tirosina aminopeptidasa soluble no muestra cambios
significativos entre los animales controles y los animales con tumores de mama inducidos por
NMU. Del mismo modo, la actividad especifica de tirosina aminopeptidasa unida a membrana
no muestra cambios significativos entre los animales controles y los animales con tumores de
mama inducidos por NMU (Tabla R.13., Figura R.87.).
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7.31£0.51

7.12+1.24

1.68 £0.37

2.01 £0.63

0.21+0.04

0.76 £0.18

1.24 +£0.35

1.8+0.6

7.17+0.73

6+0.97

6.77 £ 0.49

6.38+1.10

1.96 £ 0.66

3.22+0.86

1.27 £0.51

1.61 £0.38

1.22 £0.47

1.42+£0.34

1.56 £ 0.50

1.91+£0.35

1.71 £ 0.69

2.98+0.5

1.49 £0.55

2.5+0.34

Tabla R.13.Valores de actividades especificas sol ubl es de aminopeptidasa N, aminopeptidasa
B, oxitocinasa, pirrolidén carboxipeptidasa, glutamato aminopeptidasa, aspartato
aminopeptidasa, leucina aminopeptidasa y tirosina aminopeptidasa de Utero de ratas control
y con tumores de mama inducidos por N-metil nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan
en nanomoles de la correspondiente aminoacil-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por
miligramo de proteina. (Media = SEM; n = 10)
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Aminopeptidasa N

Control
NMU

-

Figura R.80. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de aminopeptidasa N deratas control y con tumores de mamainducidos por N-metil
nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en nanomoles de alanina-[3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Mediax SEM; n= 10)

Aminopeptidasa B

Control
NMU

]

Figura R.81. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de aminopeptidasa B deratas control y con tumor es de mamainducidos por N-metil
nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en nanomoles de arginina-[3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Mediax SEM; n= 10)
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Oxitocinasa

Control
NMU
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Figura R.82. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de oxitocinasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por N-metil
nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en nanomoles de cistina-[3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Mediax SEM; n= 10)

Pirrolidon Carboxipeptidasa

Control
NMU

Figura R.83. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membranade pirrolidén carboxipeptidasa deratas control y con tumores de mama inducidos
por N-metil nitrosourea (NMU). Losresultados se expresan en nanomol es de pir oglutamato-(3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; n = 10)
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Aspartato Aminopeptidasa

Control
NMU

&

Figura R.84. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de aspartato aminopeptidasa deratascontrol y con tumoresde mamainducidospor
N-metil nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en nanomoles de aspartato-f3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM;**p<0.01;
n= 10)

Glutamato Aminopeptidasa

Control
NMU

(]

Figura R.85. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de glutamato aminopeptidasa deratascontrol y con tumoresde mamainducidospor
N-metil nitrosourea (NMU). Los resultados se expresan en nanomoles de glutamato-f3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Media+ SEM; n = 10)
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Leucina Aminopeptidasa
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Figura R.86. Representaciéon de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de leucina aminopeptidasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por
N-metil nitrosourea (NMU). Losresultados se expresan en nanomol esdel eucina-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Mediax SEM; n= 10)

Tirosina Aminopeptidasa

Control
NMU
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=

Figura R.87. Representacion de los valores de actividad especifica soluble y unida a
membrana de tirosina aminopeptidasa de ratas control y con tumores de mama inducidos por
N-metil nitrosourea (NMU). Losresultadosse expresan en nanomol esdetir osina-R-naftilamida
hidrolizados por minuto y por miligramo de proteina. (Mediax SEM; n= 10)
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1. SOBRE LOS MODELOS ANIMALES DE CANCER DE MAMA

Los modelos de induccion del cancer de mama mediante carcindogenos quimicos
en roedores es una de las formas mas utilizadas para estudiar la patogénesis del cancer
de mama.

Los dos sistemas experimentales de carcinogénesis mamaria mas utilizados son
la induccidn de tumores mamarios por administracion intragastrica de 7,12 dimetil-
benzo [a] antraceno (DMBA) y de la administracion, intravenosa, subcutanea o
intraperitoneal de N-metil-nitrosourea (NMU).

Ambos modelos comparten caracteristicas como son la fiabilidad en la inducciéon
tumoral, la especificidad de 6rgano, la aparicion de tumores de origen ductal, tumores
de caracterizacion histopatologica predominantemente carcinomatosa, tumores de
diferente respuesta hormonal y la posibilidad de examinar el proceso de inicio y
promocion tumoral. Es en este ultimo punto donde ambos sistemas divergen (Thompson
y Adlakha, 1991).

El modelo de inducciéon de cdncer de mama mediante NMU ha contribuido
significativamente a la compresion de la biologia del cancer de mama y a la busqueda
de posibles métodos para su prevencion y tratamiento.

La principal caracteristica de este modelo es, que la proporcion de carcinomas
mamarios que son ovario dependientes es similar a la observada en el cancer de mama
en humanos, ademas de ser carcinomas agresivos y localmente invasivos con capacidad
de metastizar, existiendo una clara separacion operacional entre el inicio y promocion
de la enfermedad, basada en la accion de NMU como un agente metilante directo
(Gullino et al., 1975; McCormick et al., 1981; Welch, 1985; Russo et al., 1990). La
dependencia ovarica de estos tumores queda de manifiesto en los resultado obtenidos
por Thompson et al. (1998), que conducen a la hipotesis de que la progresion de una
lesion pre-maligna a maligna es inhibida en la glandula mamaria por ovaridectomia, y
que el fenotipo de independencia hormonal puede ser conferido en el momento del
inicio a la exposicion al carcindgeno. En este sentido, el estatus endocrino de dichos
carcinomas parece ser similar al del cancer de mama en mujeres (Russo et al., 1989c¢).

El cancer, como hemos comentado anteriormente, es el resultado de una

mutacion o fallo en la regulacion de los genes celulares normales. Este proceso no es
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inmediato, sino que el desarrollo del cancer de mama asi como el de otros tipos de
cancer, resulta de la acumulacion de diversos eventos patogenéticos (Harris et al., 1992;
Weinberg, 1992; van de Vijver, 1993). Evento patogenético es un término general que
agrupa a muchos tipos de dafio en el ADN que conducen a la amplificacion génica,
mutaciones puntuales, readaptaciones y delecciones. En este contexto, las caracteristicas
patogenéticas de este modelo experimental han sido definidas mediante técnicas
moleculares. Uno de los cambios genéticos somaticos identificables, es la transicion de
GGA a GAA en el codon 12 del proto-oncogén Ha-ras (ras12) en un porcentaje de los
carcinomas (Sukumar et al., 1983; Zarbl et al., 1985; Kumar et al., 1990). Ya en ¢l afio
1985, estudios realizados por Zarbl et al. ponen de manifiesto que el carcindgeno NMU
es el agente directo responsable de la activacion del oncogen Ha-ras-1. Concretamente,
actiia como un agente metilante directo de la posicion O° de la segunda deoxiguanosina
(G*) en el codon 12. Explicaciones alternativas a esta mutacioén especifica son la
posibilidad de un mecanismo especifico de reparacion G-A o la de una sustitucion
frecuente durante el desarrollo del tumor, son bastantes improbables a la vista de los
estudios control realizados con el oncogen Ha-ras-1 inducido por DMBA.

Por otro lado, su naturaleza altamente 14bil en condiciones fisiologicas lleva a
concluir que el inicio del proceso carcinogénico ocurre en las horas posteriores a una
unica exposicion al carcindgeno de los animales sexualmente maduros. Asi, la
activacion maligna del oncogen Ha-ras-1 en carcinomas mamarios inducidos por NMU,
es el resultado de mutaciones localizadas especificamente en una region no mayor de
cuatro nucleotidos. De este modo, los procesos de iniciacion y promocion del tumor de
mama pueden ser delimitados de manera mas clara (Zarbl ef al., 1985).

En este sentido, hay que decir que diferentes laboratorios han demostrado que
los oncogenes ras no pueden transformar células embrionarias de roedor normales
(primarias), amenos que éstas adquieran la capacidad de proliferar por si mismas, ya sea
espontaneamente, por un tratamiento con un carcindgeno o por transfeccion de otros
oncogenes como el c-myc, postulandose que el inicio de la carcinogénesis por NMU
requiere la activacion simultanea de dos o mas oncogenes cooperantes. Pero esto es
igualmente logico que la proliferacion dependiente de hormonas; un proceso fisioldgico

normal requerido para la induccién del tumor y, en algunos casos la progresion, podria
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proporcionar las condiciones adecuadas para la expresion fenotipica de los oncogenes
Ha-ras-1 activados por NMU (Zarbl et al., 1985).

Numerosos estudios indican que esta mutaciéon es un fendmeno iniciador
temprano (Kumar et al., 1990; Zhang et al., 1990; Lu y Archer, 1992) como resultado
de la metilacion del nucleosido guanina (Hirani-Hojatti ef al., 1989; Mironov et al.,
1993) aunque, recientemente se ha descrito que dicha mutacion es diferente entre las
glandulas mamarias abdomino-inguinales y cérvico-toracicas siendo tres veces superior
en las glandulas anteriores que las posteriores (Lu et al., 1998).

La ruta, dosis e intervalo en la administracion de NMU para inducir la
carcinogénesis mamaria fue inicialmente descrita por Gullino et al. (1975). Estos
anteriores utilizaron tres inyecciones intravenosas separadas por intervalos de un mes,
con una primera dosis de NMU entre los 50 y 55 dias de edad del animal.
Posteriormente este proceso fue modificado por Moon et al. (1977). En este caso, la
administracion del carcindgeno era en dos dosis intravenosas a los 50 dias de edad con
una semana de diferencia. El mismo laboratorio demostr6 que una sola dosis intravenosa
de NMU a los 50 dias de edad desencadenaba la induccion de carcinomas mamarios
(McCormick et al., 1981). Més recientemente, Thompson y Meeker (1983), han descrito
que la NMU puede ser inyectado s.c a los 50 dias de edad sin perder especificidad ni
eficacia en la induccion del tumor a una dosis de 50 mg / kg de peso. Ademas propone
que el numero de tumores incrementa en proporcion a la dosis del carcinégeno, ya que
el periodo de latencia disminuye conforme aumenta la dosis de NMU.

De acuerdo con el método de induccion, los tumores inducidos por NMU pueden
presentar diferentes grados de dependencia hormonal. En este sentido, Rivera ef al.
(1994) presentaron un modelo, basado en tres inyecciones intraperitoneales de NMU a
los 50, 80y 100 dias de edad, donde todos los tumores inducidos presentaban receptores
de estrogenos. En este sentido, los resultados obtenidos por Martin et al. (1997) en
referencia a este modelo, indican que el proceso de induccion tumoral es fuertemente
dependiente de estrogenos, lo que estaria de acuerdo con los resultados propuestos por
diferentes investigadores en cuanto al efecto estimulador de los estrogenos sobre la
actividad mitotica. Por tanto, la pérdida de estrégenos inhibe la progresion de la lesion

tumoral inducida por NMU. En este modelo experimental es esencial el papel de los
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estrogenos y la PRL durante la promocién de la carcinogénesis. En concreto, la PRL
muestra una tendencia a provocar una aparicion temprana de los tumores, lo que estaria
en concordancia con el papel promotor asignado a la PRL en la induccion del cancer de
mama, ampliamente estudiado en raton y en otros modelos de induccion de tumores
mamarios en rata.

En cuanto a la via de administracion, es decir, intragdstrica, intravenosa o
intraperitoneal, la via intraperitoneal es la ruta mas rapida y la que proporciona un
método mas simple, reproducible, fiable y de menor variabilidad. El inico problema que
puede presentar esta técnica es que el NMU podria inyectarse en un érgano de la cavidad
abdominal dando lugar a la induccidon de un tumor en esa zona, aunque este problema
puede ser solucionado utilizando agujas cortas y estandarizando el lugar de inyeccion
(Thompson y Adlakha, 1991).

En relacion a la naturaleza histopatologica de los tumores, es caracteristico de
este modelo un alto grado de malignidad y el desarrollo de carcinomas ductales con una
proporcion considerable de tipo cribiforme (Rivera ef al.,1994).

Estudios realizados por Cocca et al. (2003) sobre este modelo, pusieron de
manifiesto que ratas diabéticas (STZ) tratadas con NMU desarrollaron un patrén de
lesiones benignas (84 %) mientras que ratas normales tratadas también con NMU,
desarrollaron un modelo maligno (100 %). Una explicacion seria que durante la fase de
promocion tumoral, de los 80 a los 100 dias, existe una disminucion de IGF-I total,
relacionandose bajos niveles de IGF-I totales con lesiones benignas.

Por otro lado, los primeros trabajos de Huggins et al.(1959) (Huggins y Yang,
1962) sobre la induccidn de tumores de mama con una sola dosis de DMBA, citaban la
facilidad de administracion del carcindgeno via intubacion intragastrica y la necesidad
de una inica administracion del carcindgeno, como ventajas mas significativas de este
modelo de induccién tumoral. Sin embargo, este modelo presenta algunas limitaciones.

A diferencia del modelo de induccion de tumores de mama mediante NMU, cuyo
efecto es directo sobre el material genético, el DMBA debe ser metabolizado antes de
actuar como un carcindgeno. Concretamente, las células epiteliales mamarias
metabolizan el DMBA a metabolitos polares, con la formacion de epoxidos que causan

el dafio en el ADN. Por tanto, este modelo proporciona un método de estudio del cancer
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de mama inducido por un carcinégeno que requiere activacion metabolica. En este
sentido, los tumores inducidos por DMBA son mas dependientes de PRL y menos
agresivos, que los inducidos por NMU, al igual que menos dependientes de estrogenos.

También, el carcinogeno DMBA, a diferencia de la NMU, forma uniones con
residuos de deoxiguanosina y deoxiadenosina que conducen a la reparacion por excision,
generando puntos de mutacion de indefinida especificidad (Singer y Kusmierek, 1982),
aunque algunos autores afirman que los tumores de mama inducidos por DMBA
probablemente se originen por una mutacion en el codon 61 del oncogen Ha-ras (Yuasa
et al., 1983; Taparowsky et al., 1983).

Otra caracteristica descrita por Huggins et al. (1959) (Huggins y Yang, 1962)
sobre los tumores inducidos por DMBA, es que raramente metastatizan, pero son letales
para el hospedador porque alcanzan un gran tamaio e invaden los tejidos adyacentes,
con las consecuentes hemorragias y ulceraciones. Por otro lado, la proporcion de
tumores benignos inducidos por DMBA es mayor que en el caso de la NMU (Thompson
y Adlakha, 1991).

La ruta patogénica de las lesiones tanto malignas como benignas inducidas por
DMBA, se inicia en los TEB, que originan adenocarcinomas que progresan desde
proliferaciones intraductales a carcinomas in situ, a partir de los cuales se desarrollan
multiples subtipos de carcinomas in situ e invasivos. A partir de los brotes alveolares y
los 16bulos, estructuras mas diferenciadas, se originan lesiones benignas que aparecen
mas tarde que los carcinomas (Russo y Russo, 1991).

Aunque para ambos modelos de induccion de tumores de mama, ha sido descrito
que los tumores se desarrollan con una frecuencia dos veces mayor en la linea de
glandulas mamarias cérvico-toracica que en la linea de la region abdomino-inguinal, sin
distincion entre derecha e izquierda, atin no ha sido descrita la relacion entre los efectos
de la dosis del carcindogeno o el tiempo de aparicion del tumor y la localizacion
anatomica, a pesar de que la posicion superficial de la glandula mamaria permite
facilmente detectar los tumores por palpacion y la clasificacion histologica de estos

tumores puede determinarse con relativa facilidad (Thompson y Adlakha, 1991).
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1.1. SOBRE LA SUSCEPTIBILIDAD DE LA GLANDULA MAMARIA A LA
CARCINOGENESIS
El cancer de mama en modelos experimentales, es el resultado de la interaccion

de un carcindgeno con el 6rgano diana, la glandula mamaria. Esta diana, sin embargo,
es extremadamente compleja, ya que lamama no responde al carcindgeno como un todo,
sino que solo se afectan por los agentes genotdxicos determinadas estructuras dentro de
la glandula. El conocimiento de la arquitectura y las caracteristicas cinéticas celulares
de la glandula mamaria en el momento de la exposicidn al carcindgeno, supone un paso
necesario para la compresion de la patogénesis de esta enfermedad.

La susceptibilidad de la glandula mamaria a la carcinogénesis inducida por
DMBA y NMU es fuertemente dependiente de la edad; esta es maxima cuando el
carcinogeno es administrado a ratas hembras virgenes entre los 40 y 60 dias de edad,
justo después de la apertura vaginal y en los inicios de la maduracion sexual (Grubbs et
al., 1986; Russo et al., 1977; Rose et al., 1980)

La incidencia de los tumores inducidos por DMBA alcanza el 100 % cuando el
carcinogeno es administrado a ratas de 30-55 dias de edad, pero el mayor numero de
tumores por animal es observado cuando el carcindgeno es administrado a edades de
40 a 46 dias, coincidiendo con el periodo en el cual la glandula mamaria exhibe una
mayor densidad de TEBs (Russo ez al., 1979; Russo y Russo, 1980b; Russo etal., 1982).
Los cambios tienen lugar en los TEB y en los conductos terminales, estando limitados
a las células tipo oscuro e intermedio, no afectando a las células mioepiteliales.

Como hemos visto, para la induccién de carcinomas mamarios en la rata, el
carcinodgeno requiere para actuar un compartimento especifico de la glandula mamaria,
los TEB. Aunque estas estructuras indiferenciadas estan presentes en todas las glandulas
mamarias, el desarrollo tumoral no ocurre como un proceso al azar en los seis pares de
mamas. La incidencia tumoral en animales tratados con carcinégenos entre los 20 y 180
dias, es mayor en aquellas glandulas localizadas en la region toracica, mientras que las
glandulas localizadas en la region abdomino-inguinal desarrollan un menor numero de
tumores. Otra consecuencia de la localizacion topografica de la glandula son las
diferencias en el tipo de tumor, que parece variar con la edad del animal en el momento

del tratamiento con el carcinégeno. Son mas frecuentes adenocarcinomas ductales y
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papilares en la region tordcica y abdominal de animales jovenes, mientras que los
adenocarcinomas con un modelo tubular se localizan mayoritariamente en glandulas
abdominales de animales mayores (Russo y Russo, 1987).

Como hemos comentado el desarrollo de la glandula mamaria parte de una
ramificacion del parénquima en conductos terminales que progresivamente se
diferencian, siendo este proceso comun a los seis pares de glandulas. Sin embargo, esto
no ocurre de forma simultanea en todas las mamas. Las estructuras individuales, como
TEB o lobulos, parecen ser similares en todas las glandulas, sin embargo su nimero
relativo y la arquitectura general del 6rgano varia notablemente de un par de mamas a
otras.

Asi, las glandulas abdominales sufren una marcada reduccion del namero de
TEB, localizados fundamentalmente en la porcion mas distal de la glandula. También
es significativa la diferencia en el nimero de TEB en laregion toracica frente a la region
abdominal. Ademads, los TEB disminuyen progresivamente con la edad, siendo la
reduccion proporcional a toda la glandula. Esta reduccion es debida a la diferenciacion
de la estructura en conductos terminales y lobulos. La alta incidencia de carcinomas
ductales observados en la region torécica, se atribuye a la diferencia en el grado de
desarrollo de la capa de células indiferenciadas de esta glandula en comparacion con las
localizadas en otras areas topograficas (Russo et al., 1989b).

En relacion al lugar de origen de los neoplasmas mamarios, existen evidencias
que apoyan el hecho de que los tumores se originan en las estructuras lobulares tipo 1,
Lob 1, la estructura indiferenciada mayoritaria presente en la mama de mujeres
nuliparas (Russo et al., 1990). Diferentes estudios han demostrado la correlacion
existente entre los TEB de la glandula mamaria de rata y el Lob 1 de la mama humana
en cuanto a su potencial carcinogénico (Russo et al., 1990; Russo y Russo, 1987; Russo
et al., 1993; Russo y Russo, 1993; Russo ef al., 1994).

Por ultimo mencionar que, diferencias genéticas entre individuos pueden afectar
a la susceptibilidad al efecto carcinogénico del compuesto quimico (Russo y
Russo0,1996a).
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2. SOBRE LA DETERMINACION DE ACTIVIDADES AMINOPEPTIDASAS

Paraladeteccion de una aminopeptidasa, con absoluta garantia de sunaturaleza,
se exigen métodos de determinacion que pudieran resultar complejos, ya que se
necesitaria la presencia de un péptido sustrato para el enzima de secuencia conocida y
en estado practicamente puro y del manejo de técnicas sofisticadas tales como la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) o los analizadores de aminoacidos.
Menos problematicas resultarian las técnicas de cromatografia en capa fina o en papel,
aunque en estos casos existirian problemas de cuantificacion de la actividad enzimatica.

Tales técnicas pueden ser utilizadas actualmente, de hecho algunos
investigadores las utilizan para demostrar la actividad de una aminopeptidasa purificada
sobre un determinado péptido, pero no estaban al alcance de los investigadores de hace
cincuenta afos. Estos decidieron perfeccionar las primitivas determinaciones de la
actividad aminopeptidésica (que se realizaban midiendo el incremento del contenido de
aminoacidos de la muestra incubada) utilizando sustratos artificiales hidrolizables por
estos enzimas y cuyos productos fuesen facilmente detectables y medibles.

El primer sustrato artificial utilizado para la determinacion de una
aminopeptidasa fue la L-leucinamida (Linderstrom-Lang, 1929). Inmediatamente se
sugirio el nombre de leucina aminopeptidasa para el enzima, dado que no hidrolizaba
los derivados N-acetilados de la L-leucinamida. El enzima no restringe su actividad al
aminoacido leucina, sino que puede hidrolizar otras amidas sintéticas y distintos
polipéptidos bioldgicamente activos. Los métodos de determinacion de los productos
de las hidrdlisis de la L-leucinamida (leucina y amoniaco) son muy variados, ya que el
pH 6ptimo de la reaccion es de 8-9, y a pH 7.4 el enzima es practicamente inactivo.

Es dudoso que la actividad de hidr6lisis de L-leucinamida sea la misma que la
detectada con otros sustratos artificiales. Por tanto, la clasica leucina aminopeptidasa es
distinguible de otras aminopeptidasas que funcionan a pH proximo al neutro.

Sin lugar a duda, los sustratos artificiales mas usados para la determinacion de
aminopeptidasas han sido las aminoacil-B-naftilamidas, derivados amidicos de la -
naftilamina. Estos sustratos fueron introducidos por primera vez por Gomori (1954), y
desde entonces se han obtenido derivados de todos los aminoacidos, de muchos

dipéptidos e, incluso, compuestos que han permitido la deteccion de diversas
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endopeptidasas mediante el bloqueo del grupo amino terminal del aminoacido con
diversos grupos quimicos. En principio, la B-naftilamina liberada por accion enzimética
se acopla a una sal diaz6lica para producir un color rojo o azul dependiendo de la sal de
acoplamiento considerada, y se mide espectrofotométricamente a 520 - 540nm. Este ha
sido el método seguido en este trabajo de investigacion para la determinacion de la
actividad aminopeptidasa (véase material y métodos). Este método se ha aplicado
también a la determinacion histoquimica de aminopeptidasas (Gomori, 1954). Pero existe
otro método para medir la B-naftilamida, y este es el método fluorimétrico, sin necesidad
del posterior acoplamiento, a 335 nm de excitaciéon y 412 nm de emision. A los enzimas
que hidrolizan las aminoacil-B-naftilamidas (arilamidas), y para diferenciarlos de otras
aminopeptidasas que no hidrolizan a estos sustratos, se los ha denominado
“arilamidasas”.

Dado que la B-naftilamida es, con toda probabilidad, un agente carcindgeno y no
es recomendable su uso rutinario, se han sintetizado otros sustratos de aminopeptidasas
en los ultimos afios que también se utilizan en la actualidad. Nagatsu et al. (1976)
introdujeron las aminoacil-p-nitroanilidas como sustratos que liberan p-nitroanilina y
que se determinan espectrofotométricamente a 380 nm. Finalmente, Prusak ez al. (1980)
e Imai et al. (1983), han utilizado las aminoacil-7-amido-4-metil-cumarinas como
sustratos de aminopeptidasa. La 4-metil-cumarina liberada por estos enzimas puede

medirse fluorimétricamente a 460 nm, con excitacion a 380 nm.

3. SOBRE LA ACTIVIDAD DE AMINOPEPTIDASAS SERICAS EN RATAS
CON CANCER DE MAMA INDUCIDO MEDIANTE N-METIL NITROSOUREA

Losniveles de enzimas séricos en enfermedades neoplasicas han sido estudiados
por muchos investigadores (Schwartz, 1976; Taper et al., 1986; Hamano et al., 1987 )
y actualmente se sabe que se puede obtener una informaciéon muy util sobre la
progresion y regresion de enfermedades malignas mediante la determinacion de diversas
actividades enzimaticas en suero (Severini et al., 1991). En el presente trabajo se han
analizado las actividades séricas de diferentes aminopeptidasas en ratas con tumor de

mama inducido mediante el carcinogeno NMU.
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3.1. SOBRE LAS ACTIVIDADES ANGIOTENSINASAS
La APA engloba a las actividades glutamato y aspartato aminopeptidasa.

Exopeptidasas independientes de zinc, ambas catalizan la hidrélisis de residuos aspartil
y glutamil-N-terminales, aunque cada una es mas eficiente hidrolizando su
correspondiente derivado aminoacilo. La APA participa en la ruta catabolica del sistema
renina angiotensina (www.expasy.ch) y aunque se expresa en multiples tejidos, su
expresion es especifica de lineas y estados de diferenciacion de células hematopoyéticas
(Cooper et al., 1986). El sustrato fisiologico de la APA es la angiotensina II (Ang II), un
importante regulador de la presion sanguinea. Por esto, a la APA también se le conoce
como angiotensinasa (Nagatsu et al., 1965; Sakura et al., 1983). Concretamente la Ang
I es trasformada en angiotensina III (AnglIl) por la accién de la APA, y la Ang I1I daria
lugarala Ang IV por la actividad tanto de la APN como de la APB. Por otro lado la Ang
IIT también puede generarse a partir de angiotensina I (Ang I), mediante un compuesto
intermediario denominado des-Asp'-Ang I, por la accidon del enzima convertidor de
angiotensina.

La actividad AspAP seria la responsable de la degradacion de la Ang I a dicho
compuesto (Sim et al., 1994) (Figura D.1.).

La APN es una proteina dependiente de zinc que libera aminoécidos neutros del
extremo N-terminal de diferentes péptidos y proteinas (Sanderink et al., 1988). Como
hemos comentamos, esta involucrada en la degradacién de neuropéptidos (Mizutani et
al., 1993;Ahmad et al.,, 1992; Shimamura et al., 1988, 1991; Ward et al., 1990 )y
angiotensinas (Chansel ef al., 1998; Palmieri et al., 1985, 1989), por lo que se dice que
tiene actividad angiotensinasa, al igual que la APB y APA. Los niveles de CD13/APN
en células primarias y lineas celulares estdn aumentados en respuesta a la hipoxia,
factores de crecimiento y sefiales que regulan la formacion de capilares durante la
angiogénesis (Bhagwat et al., 2001), expresandose de forma especifica en el endotelio
vascular angiogénico, pero no en el normal (Pascualini et al., 2000). Algunos autores
como Severini et al., (1991) han propuesto a la actividad APN sérica como posible
marcador del cancerde mama ya que su actividad estaria aumentada significativamente
en estos pacientes. Sin embargo, trabajos anteriores desarrollados en nuestro laboratorio

muestran unos resultados contrarios a los propuestos por Severini et al. (1991) debido
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a que en este caso la actividad APN sérica disminuye significativamente en pacientes
con cancer de mama (Martinez et al., 1999). Estos resultados, junto con los obtenidos
en el presente trabajo en el que la actividad de APN sérica no esta modificada, reflejan
el desconocimiento tanto del origen de la forma sérica de dicha enzima, asi como de sus

sustratos fisioldgicos en relacion con el cancer de mama.

Sistema Renina Angiotensina
Suero

A—
Efecto mediado por
I Ang IV <:: AT4 =IRAP = OTasa
APN = '
APB
A— A A—

AngIll <= Des-Asp!Ang] 4mm Angl

I APA I ASpAP I

Ang II

Figura D.1. Actividad aminopeptidasa sérica involucrada en el metabolismo de las

angiotensinas.

La APB es una exopeptidasa dependiente de zinc, que considerada en un
principio de naturaleza citosoluble, también se ha descrito como un enzima secretado.
Comparte con la APN, su sustrato, (Barrett ef al., 1998) la Ang III.

Por tanto, los resultados obtenidos en el presente estudio, en los que las
actividades GluAP y APB muestran un incremento significativo, indican que en el
cancer de mama inducido por NMU estaria favorecido el metabolismo rapido de la Ang
Il a Ang Il por la APA y de Ang III a Ang IV por la APB. Por tanto los niveles de Ang
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IT estarian disminuidos frente a los de Ang IV que estaria incrementados. Estos
resultados estarian de acuerdo con los obtenidos por otros autores en relacion con la
sobreexpresion de los receptores de Ang I de tipo I en hiperplasias mamarias (De Paepe
et al., 2001), a nivel de la membrana citoplasmatica de las células de lesiones

hiperplasicas con y sin atipias y en carcinomas ductales in situ (DCIS) de mama.

3.2 SOBRE LA ACTIVIDAD OXITOCINASA
En cuanto a la Ang IV, hay que indicar que su accion se lleva a cabo a través de

su receptor AT4. Recientemente este receptor se ha identificado en membrana adrenal
bovina como la aminopeptidasa regulada por insulina (Insulin-regulated aminopeptidase,
IRAP) que se corresponde con la actividad oxitocinasa. Albiston ef al. (2001) postulan
que los ligandos del receptor AT4 median sus efectos fisioldgicos mediante la inhibicion
de la actividad oxitocinasa, inhibiendo la hidrolisis de sus sustratos de forma dosis
dependiente. La oxitocinasa pertenece también al grupo de las metaloenzimas
dependientes de zinc. Es una proteina de membrana tipo II (Rasmussen et al., 2000), que
tiene capacidad de actuar sobre sustratos sintéticos como S-benzyl- L-cistina-para-
nitroanilida (Hiwada et al., 1978), cys-di-naftilamida (Lampelo y Vaha- Perttula, 1979)
asi como sobre hormonas peptidicas oxitocina y vasopresina (Tsujimoto ef al., 1992).
La oxitocina (OT) ha sido descrita por ser comun en células de mama sana pero
raramente o nunca ha sido detectada en cancer de mama (North ef al., 1995) y ademas
la OT inhibe la proliferacion de lineas celulares de cancer de mama en humanos
(Cassoni et al., 1994) pudiendo tener un papel en la prediccion de esta enfermedad
(Murrell, 1995). En humanos, algunos autores describen un incremento muy
significativo de la actividad oxitocinasa en tejido tumoral que es particularmente
interesante desde el punto de vista de su papel en la hidrolisis de OT (Itoh y Nagamatsu,
1995). Por otro lado también hemos de tener en cuenta que han sido descritos receptores
para la oxitocina (OTRs) en tumores de mama humanos y en células tumorales, y
ademas que estos son funcionales (Copland et al., 1999). A diferencia de otros sistemas
de receptores hormonales, en los que la respuesta bioldgica es modulada por los cambios
en la concentracion de hormona, el sistema OT/OTR es regulado preferentemente por

los cambios en la expresion de los OTR, si bien los reguladores de los niveles de dichos
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receptores en glandula mamaria no son conocidos (Copland ef al., 1999). Bussolati et
al. (1996) encontraron receptores para la OT en mama en lesiones intraductales de
lesiones hiperplasicas benignas. También se encontraron en carcinomas de mama
primarios y metastaticos, lo que sugiere que la interaccion entre OT/OTR podria
intervenir en el origen y evolucion de lesiones no neoplasicas y carcinomas de mama.
Los resultados obtenidos en nuestro trabajo reflejan un aumento significativo de la
actividad oxitocinasa, por lo que los niveles de OT estarian disminuidos en el suero de
las ratas con tumores de mama. Recientemente ha sido descrito un nuevo efecto
biolégico de la oxitocina: actua como regulador del crecimiento en patologias
neoplésicas, siendo ademas confirmado el efecto inhibidor de la OT sobre el crecimiento
de carcinomas mamarios en rata y raton in vivo. El imprevisto papel de la OT y sus
analogos en la regulacion de la proliferacion celular, asi como la difusa expresion de sus
receptores en tejido neoplasico de distinto origen, abre nuevas perspectivas sobre el
papel bioldgico del sistema OT-OTR en cancer (Cassoni ef al., 2001). En resumen
podriamos decir que los bajos niveles séricos de Ang II, con la consecuente posible
sobreexpresion de sus receptores en tejido mamario, asi como el aumento de los niveles
de Ang IV como consecuencia de los cambios en la actividad de las aminopeptidasas
que intervienen en el metabolismo de las angiotensinas y su posible conexion con el
“sistema OT-OTR-oxitocinasa” a través de los receptores AT4, nos podrian hacer
suponer un sistema renina angiotensina local en la glandula mamaria, que estaria
modificado por el desarrollo de carcinomas mamarios, favoreciendo una disminucion
de los niveles de OT, lo que justificaria, al menos en parte, el desarrollo y progresion de

esta enfermedad.

3.3 SOBRE LA ACTIVIDAD PIRROLIDON CARBOXIPEPTIDASA
Como hemos comentado anteriormente, la participaciéon hormonal tanto en el

desarrollo normal como de carcinomas en la mama es fundamental. La induccién de
tumores mediante NMU se caracteriza por inducir tumores estrégeno dependientes
(Rose et al., 1980), siendo uno de sus principales atributos que la proporcion de
carcinomas mamarios que son ovario-dependientes es similar a la observada en la

enfermedad en humanos (Lu ez al., 1998). La dependencia estrogénica de dichos tumores

— 195 —



Aminopeptidasas Séricas y Tisulares en un Modelo.../M?® peL PiLaR CARRERA GONZALEZ

inducidos mediante NMU podria relacionarse con la disminucién observada en la
actividad Pcp. Trabajos previos mostraron cambios en la actividad Pcp en cancer de
mama en mujeres, a nivel de tejido tumoral y adyacente, sugiriéndose que cambios en
esta enzima o en sus posibles sustratos pueden tener un importante papel en la
patogénesis del cancer de mama (Martinez et al., 1999).

Ya que uno de los sustratos susceptibles de la Pcp es la GnRH, la disminuciéon
observada en su actividad indicaria la existencia de altos niveles circulantes de esta
hormona peptidica. En este sentido, se han localizado en tejido mamario receptores para
GnRH (GnRH-R), sugiriéndose un papel local de la GnRH en la glandula mamaria
humana (Kottler et al., 1997).

También han sido inmunolocalizados GnRH-R en el citoplasma de células
tumorales e incluso en el citoplasma de células morfologicamente normales del epitelio
glandular adyacente al carcinoma. Aunque se han encontrado GnRH-R tanto en tejido
normal como en tumoral, la presencia de GnRH-R fue superior en tejido tumoral que en
el no tumoral (Paradiso et al., 2000). De cualquier forma el aumento en los niveles de
GnRH conduce a un incremento en los niveles de hormonas esteroideas gonadales
(Huirne y Lambalk, 2001 ) como el estradiol, que estimula tanto la actividad mitética
como el crecimiento del tejido epitelial mamario, conduciendo a un aumento de la
sensibilidad al carcinégeno. Por tanto la disminucion de la actividad Pcp, nos podria
hacer suponer un aumento de los niveles de GnRH, lo que se traduce en un aumento en
la produccion de hormonas esteroideas gonadales, responsables, al menos en parte del

inicio y desarrollo de esta enfermedad.

3.4 SOBRE LA ACTIVIDAD ENCEFALINASA

Por lo que respecta a la actividad TyrAP sérica, ha sido descrita como la
actividad responsable de la degradacion de encefalinas (Hui y Lajtha, 1986). Los
péptidos opiaceos, desde que fueron descubiertos por Hughes et al. (1975) se han
considerado potentes reguladores del crecimiento (Zagon y McLaughlin, 1983, 1984)
ademads de su funcién como neurotrasmisores y neuromoduladores (Akil e al., 1984).
La modificacion del crecimiento celular por los opidceos podria deberse a a la parada

en un punto especifico del ciclo celular (Panagiotou et al., 1999).Por otro lado,
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recientemente ha sido identificado un péptido opioide, [Met’] encefalina, como un
regulador negativo del crecimiento, el factor de crecimiento opioide, OGF. Este factor
ha sido implicado en procesos como el cancer, angiogénesis o cicatrizacion de heridas
(Blebea et al., 2000; Bisignani et al., 1999; Davila- Garcia y Azmitia, 1990).

A la vista de los resultado observados en este estudio, donde encontramos un
incremento en la actividad TyrAP sérica, los niveles de encefalinas estarian disminuidos,
promoviendo el crecimiento neoplasico, si bien no podemos olvidar un posible papel de
éstos péptidos en funciones tan importantes como el control de la analgesia y el control
del dolor.

Como discutiremos posteriormente, la actividad TyrAP en la mayor parte de los
tejidos analizados sufre un descenso lo que supondria unos mayores niveles de
encefalinas a nivel local, que podrian estar relacionadas con estas otras funciones.
Podriamos sugerir que el comportamiento de la actividad TyrAP a nivel sérico es el
resultado de la afluencia de encefalinas séricas.

A modo de resumen, podemos concluir que las alteraciones de las actividades
aminopeptidasas APN, APA, OTasa, Pcp y TyrAP encontradas en el suero de ratas con
cancer de mama inducido por NMU, sugieren una disminuciéon de los niveles de
angiotensina II, oxitocina y encefalinas, y un aumento de los niveles de Ang IV y GnRH
con la enfermedad. Ademas, el hecho de que el receptor AT4 para la Ang IV muestre
actividad oxitocinasa, sugiere la existencia de una conexion entre un SRA local a nivel
de mama y el sistema OT-OTR-OTasa, que estaria implicado en el desarrollo y

progresion del cancer de mama, de forma, ademads, dependiente de estrogenos.

4.SOBRE LA ACTIVIDAD DE AMINOPEPTIDASAS TISULARES EN RATAS
CON CANCER DE MAMA INDUCIDO MEDIANTE N-METIL NITROSOUREA

4.1. GLANDULA MAMARIA
En este modelo de induccion de carcinogénesis mamaria, es necesaria la
interaccion del carcindgeno con un epitelio mamario indiferenciado y altamente

proliferativo, para desencadenar el inicio del cancer de mama.
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4.1.1. Sobre las actividades angiotensinasas

Resultados obtenidos a partir de modelos animales sugieren que la Ang II
estimula la neovascularizacion (Le Noble ef al., 1991; Fernandez et al., 1985) por
promover la proliferacion celular del musculo liso arteriolar (Le Noble et al., 1996), lo
cual a llevado a un creciente interés en el papel promotor de la Ang I1 en la angiogénesis
y en el crecimiento neoplasico.

Ademas, la Ang II puede actuar como un factor mitotico mediante la induccion
oregulacion de la expresion de genes implicados en la progresion del ciclo celular (Lyall
et al., 1992; Sadoshima et al., 1997). De hecho, el bloqueo del receptor AT1de la Ang
IT reduce de forma efectiva la progresion tumoral dependiente del factor de crecimiento
transformante B1 in vivo (Maluccio et al., 2001). En este sentido, la estimulacion del
receptor AT1 ha sido implicada en la hiperplésia e hipertrofia de diferentes tejidos, e
igualmente su ligando la Ang II. De hecho, el receptor AT1 se ha localizado a nivel
citoplasmatico de tejido tumoral de carcinomas ductales in situ y en carcinomas ductales
infiltrantes (Tahmasebi et al.,1998). Sin embargo, el receptor AT2 a diferencia del
AT]1, esta implicado en procesos de apoptosis (Yamada ef al., 1996).

Trabajos desarrollados por De Paepe ef al., (2001) muestran una correlacion
positiva importante entre la expresion a nivel de membrana del receptor ATl y la
presencia de lesiones hiperplasicas y carcinomas ductales in sifu en mama. Mas
concretamente, la localizacion especifica de receptores AT1 en lamembrana de lesiones
hiperplasicas y carcinomas ductales in situ, podria ser importante desde el punto de vista
de la patogénesis de las hiperplasias con y sin atipia (Dupont y Page, 1985). Como
hemos comentado, la hiperplésia con atipia se ha definido como la lesion precursora del
cancer de mama. Los resultados obtenidos por De Paepe ef al. (2001), concluyen que
existe una fuerte tincion inmunohistoquimica a nivel de membrana, para el receptor
ATI1, y es especifica de lesiones no invasivas, como las hiperplasias con y sin atipia y
el carcinoma ductal in situ. La localizacioén de los receptores determinaria la zona de
actuacion de la Ang Il en la mama. En este sentido, la prevencion del paso de hiperplasia
y carcinoma ductal in situ a carcinoma ductal invasivo es uno de los puntos
fundamentales de multitud de estudios. La expresion diferencial del receptor AT1 podria

limitar ambos estados.
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Por otro lado, el receptor AT2, aunque relacionado con procesos apdptoticos,
también induce la estimulacion de la liberacidon de bradiquinina y oxido nitrico (NO, del
inglés Nitric Oxide), generado por un incremento en la produccion de NO sintasa
inducible (iNOS, del inglés Inducible Nitric Oxide Synthase) (Tsutsumi ez al.,1999). El
NO tiene un efecto positivo sobre la progresion tumoral aunque por otro lado, altos
niveles de NO conducen a apoptosis y citolisis (De Paepe et al., 2002).

En el modelo de carcinogénesis empleado en este estudio, observamos un
incremento en la actividad aminopeptidasa A de membrana y en la actividad especifica
GIuAP soluble, a diferencia de las actividades especificas APB y APN solubles, que
muestran un descenso significativo. La modificacion de las diferentes actividades
angiotensinasas a nivel de la mama, conduciria a un incremento de los niveles de Ang
IIT y una disminucion de los niveles de Ang II. Por tanto, es posible que el SRA de la
mama y sus efectores sean importantes reguladores de la accion pro-proliferativa de la
Ang II, manteniendo las funciones propias de las angiotensinas a través de la Ang III
(Figura D.2.). Asi el SRA mamario podria ser considerado una nueva diana terapéutica

en el tratamiento del cancer de mama.

Ang IV

APN soluble
APB soluble
AN A——
Ang 1] <guesmm Des-Asp'Ang ] 4@m Ang I
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A

Ang 11

Figura D.2. Sistema renina angiotensina en glandula mamaria.
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4.1.2. Sobre la actividad pirrolidon carboxipeptidasa

Como hemos comentado, el riesgo de cancer de mama, esta fuertemente
influenciado por pardmetros endocrinos y reproductivos (Russo et al., 2001).

También, como discutimos para el suero, en este modelo tenemos evidencias de
un incremento en los niveles circulantes de GnRH debido al descenso en la actividad
especifica tiroliberinasa.

El aumento en los niveles de GnRH supondria un aumento en los niveles de
esteroides sexuales. De hecho, se han localizado receptores, tanto para estradiol y
progesterona como para prolactina y el factor de crecimiento epitelial (EGF, del inglés
Epithelial Growth Factor) en tumores desarrollados en rata siguiendo este mismo
modelo. Lalocalizacion de receptores para estrogenos en el total de los tumores, sugiere
una sensibilidad uniforme a la manipulacién hormonal, es decir, hormono dependencia.
En humanos, el hecho de que las células proliferantes sean distintas de aquellas que son
positivas para ER y PgR, apoyan los datos que indican que los estrégenos controlan la
proliferacion celular por mecanismos indirectos.

En este sentido, la actividad proliferativa y el mayor porcentaje de células
positivas para ER y PgR se encuentra en las estructuras lobulares tipol. Hecho que
justifica el que estas estructuras sean las que tienen un mayor grado de susceptibilidad
para ser transformadas por carcindgenos in vitro (Russo et al., 1998; Russo et al., 1993),
apoyando igualmente las observaciones de que las estructuras Lob 1 son el origen de
carcinomas ductales (Russo et al., 1990).

Sin embargo, también se ha descrito que tanto en la glandula mamaria de rata,
como en humanos ARNm tanto para GnRH como para receptores de GnRH. Este
péptido puede actuar de forma autocrina o paracrina, aunque, en el caso de la rata esta
expresion solo ha sido detectada en ratas gestantes o lactantes, pero no en ratas virgenes
(Levi et al., 1996).

En nuestro modelo de cdncer de mama, la actividad especifica Pcp en la mama
mostrd un incremento significativo en su actividad soluble (Pcp I) y unida a membrana
(Pcp II) que podria ser consecuencia de los altos niveles circulantes de GnRH, regulando
de este modo su funcion autocrina / paracrina a nivel de la mama. En este sentido,

estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio muestran un descenso notable de la
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actividad Pcp II en tejido adyacente y neoplasico de pacientes con cancer de mama, si
bien la actividad Pcp soluble no muestra ningun cambio. Las diferencias en el
comportamiento de dicha actividad en glandula mamaria, sugiere que modificaciones
en esta enzima o en su sustrato juegan un importante papel en el cdncer de mama aunque
queda por delimitar exactamente el mecanismo de accion (Martinez et al., 1999).

En este sentido, el hecho de que no existan diferencias en la expresion del
ARNmMm del receptor de GnRH entre ratas virgenes, gestantes y lactantes, implica que la
activacion de los receptores de GnRH en glandula mamaria estd regulada por la
disponibilidad de GnRH (Levi et al.,1996). Estos datos apoyarian los resultados
obtenidos para la actividad Pcp en este modelo. Como veremos mas adelante, la
actividad Pcp hipotalamica que estd, no sujeta a una regulacion por estrogenos u otras
hormonas, disminuye significativamente, favoreciendo el incremento de los niveles
circulantes de GnRH. A modo de resumen podemos indicar que los cambios en la
actividad Pcp en el tejido tumoral supone una respuesta a niveles potencialmente
elevados de GnRH, que pueden modificar la funcién autocrina / paracrina de esta

hormona a nivel de la mama (Figura D.3.).

HIPOTALAMO SUERO
Pep 1 Tiroliberinasa

ACTIVACION RECEPTORES
GnRH GnRH
MAMA

—_—

AUMENTO EN LA ACTIVIDAD

PecplyPcplIl
MAMA

Figura D. 3. Posible relacion de las actividades Pcp hipotalamica, sérica y mamaria

en la determinacion de los niveles de GnRH en glandula mamaria.
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4.1.3. Sobre la actividad encefalinasa

Muchos estudios han intentado definir el posible papel de los péptidos opiaceos
en los procesos neoplasicos. Los primeros estudios en carcinomas mamarios inducidos
quimicamente mostraron que bloqueantes de los receptores de opiaceos inhiben el
crecimiento tumoral (Aylsworth et al., 1979). Ademas, estudios en ratas transplantadas
con carcinomas mamarios han revelado que la liberacion de péptidos opidceos inducidos
por estrés disminuyen el tiempo de supervivencia y la actividad de las células “natural
killer” del hospedador. Posteriores trabajos indican que estos efectos de los péptidos
opiaceos sobre las ratas con tumores son determinados a través del sistema nervioso
central (Shavitet al., 1986). Estudios desarrollados por Scopsi et al. (1989) demostraron
que un alto porcentaje de carcinomas ductales primarios de mama contenian células
tumorales dispersas inmunoreactivas para péptidos opiaceos con la secuencia Tyr-Gly-
Gly-Phe. Por otro lado, no se ha descrito ninguna correlacion entre los tumores
mamarios positivos para péptidos opiaceos y los receptores de estrogenos, aunque la
expresion de receptores de opidceos en el cerebro y en el titero esta fuertemente regulada
por estrogenos (Vertés et al., 1986).

Otros estudios de la década de los ochenta mostraban que en neoplasmas
humanos existia una alteracion de la actividad de los péptidos opiaceos (Barni et al.,
1988). La hipotesis de que los péptidos opiaceos enddgenos participaban en la
regulacion del crecimiento de células normales y neoplésicas, se postul6 en base a una
serie de observaciones experimentales, como fueron las alteraciones en el crecimiento
corporal / tisular y celular y en la sintesis in vivo e in vitro de ADN, inducidos bien por
antagonistas de opioides o bien por analogos sintéticos de la encefalina (Zagon y
McLaughlin, 1984).

Del mismo modo, se observo que el efecto de los antagonistas opioides sobre el
crecimiento estaba relacionado con, la duracion del bloqueo del receptor mas que con
la dosis de la droga, desencadenado un crecimiento acelerado derivado de la ausencia
de uniones receptor-opiaceo. Se sugiere asi que los péptidos opiaceos enddgenos son
moléculas inhibidoras. Igual ocurre con la deceleracion en el crecimiento que tiene lugar
por el bloqueo de los receptores de opioides de forma intermitente (Zagon y

McLaughlin, 1984). Aunque el cldsico mecanismo de accién de los receptores de
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péptidos opioides se conoce bien, se sabe poco acerca de los fendémenos posteriores
responsables de la inhibicién del crecimiento celular. La modificacion de la
proliferacion celular por opidceos podria deberse a una parada especifica de las células
en una fase determinada del ciclo celular. Esto implica la interaccion de los opiaceos con
un gran numero de productos intermediarios de la maquinaria de sefializacion celular.
Un andlisis del ciclo celular en células de cancer mamario, mostrd que las células, en
presencia de agonistas opidceos, se bloquean en la interfase G,/ M, debido a un
interaccion opidceos / tubulina y actina. La modificacion del citoesqueleto, involucrado
directamente con la division celular, podria suponer un obstaculo “mecanico”, siendo
esta la razon del efecto antiproliferativo de estos agonistas (Panagiotou ef al., 1999).

Estudios mas recientes, acerca del posible papel que pudieran desempenar los
opiaceos en la glandula mamaria sugieren un papel antiproliferativo para estos en el
cancer de mama, donde se han localizado receptores para péptidos opiaceos endogenos,
tanto en tumores primarios como en lineas celulares de cancer de mama (Hatzoglou et
al., 2000). En concreto, el OGF, ha sido implicado en neoplasias, controlando el ciclo
celular, regulando la fase GO / G1 (Zagon et al., 2000).

Los resultados obtenidos para la actividad responsable de la degradacion de
encefalinas, en este modelo de cancer inducido mediante N-metil nitrosourea, conduce
a un aumento en los niveles de opidceos. Como hemos visto, su papel sobre la
proliferacion tumoral es contradictorio, aunque el hecho de que se hayan localizado en
glandula mamaria, tanto péptidos como receptores, nos hace suponer un papel para estos
en dicho 6rgano. Aunque, y a la vista de que en casi todos los tejidos objeto de estudio
de este trabajo, la actividad especifica de la TyrAP da lugar a un incremento en los
niveles de opidceos enddgenos, es probable que el papel primordial de las encefalinas
en este modelo, se centre en el control del dolor, la analgesia y el estrés.

LaLeuAP esunaenzima de significativaimportancia biologicay médica, ya que
su actividad se ha visto alterada en algunas enfermedades como el cancer (Umezaka,
1980). La leucina aminopeptidasa humana juega un importante papel en el
procesamiento de péptidos antigénicos (Beninga et al., 1998), siendo la actividad sérica
de dicha enzima ttil como un posible marcador de respuesta a la quimioterapia (Pulido-
Cejudo et al., 1997).

—203 —



Aminopeptidasas Séricas y Tisulares en un Modelo.../M?® peL PiLaR CARRERA GONZALEZ

Su implicacion en el cancer se centra en su valor pronodstico, siendo un factor de
mal prondstico de evolucidon de un cancer mamario en humanos el aumento en la
actividad leucina aminopeptidasa en tejido mamario neoplasico, a diferencia de su
ausencia que se correlaciona con un buen prondstico (Tsavaris et al., 1988). Igualmente,
trabajos desarrollados por Partanen y Syrjanen (1982) demostraron la presencia de
actividad LeuAP en muestras de carcinoma ductal infiltrante, variando su actividad
dentro de un mismo carcinoma, y la ausencia de correlacion de esta con los valores de
receptores de estrogenos y progesterona y con el grado histoloégico de malignidad del
tumor. La actividad especifica soluble LeuAP mostro un descenso en su actividad a
nivel mamario.

A pesar de su posible valor pronostico, dependiendo de su presencia en tejido
mamario tumoral, su papel concreto en la glandula mamaria se desconoce y por tanto,

su implicacion con el cancer de mama debe ser objeto de sucesivos estudios.

4.2. HIPOTALAMO
4.2.1. Sobre las actividades angiotensinas

EL cerebro de mamiferos posee un SRA, independiente del SRA periférico. Este
sistema cerebral comprende todos los precursores y enzimas necesarios para la
formacion y metabolismo de las formas bioldgicamente activas de angiotensinas, asi
como sus receptores (Wright y Harding, 1994). Dentro de este SRA cerebral, son la Ang
IT y Ang III los péptidos considerados bioldgicamente activos, los cuales exhiben la
misma afinidad por los receptores AT1 y AT2.

A pesar de que los fragmentos metabolicos de la Ang III siempre se han
considerado fisioldgicamente inactivos, estudios recientes han demostrado que un
fragmento de dicha angiotensina posee actividades fisioldgicas unicas. Este fragmento,
que se une a receptores diferentes a los clasicos ATl y AT2, se conoce como
angiotensina IV (Ang IV). Esta angiotensina presenta poca afinidad por los receptores
ATI1y AT2, al igual que la Ang II presenta baja afinidad por el lugar de union de la Ang
IV, el receptor AT4 (Allen et al., 1998). Como ya se mencion6 anteriormente, ha sido
descrito recientemente una proteina que caracteristicas tipicas de receptor de union AT4

y que se corresponde con la aminopeptidasa regulada por insulina (IRAP). Ademas,
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Chansel et al. (1998), han demostrado que la Ang IV es degradada por la
aminopeptidasa N y la dipeptidil aminopeptidasa.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran una disminucion en la
actividad de los enzimas implicados en la cascada proteolitica del SRA hipotalamico,
es decir, tanto las actividades APN, APB y AspAP, disminuyen en el hipotdlamo de los
animales que desarrollaron tumores de mama tras la administracion de NMU. Esto
implica aumento en los niveles de Ang II hipotalamicos.

No obstante, también hemos observado un incremento significativo en esta
actividad en la fraccion membrana. Este comportamiento diferencial nos lleva a pensar
en dos isoenzimas de diferente localizacion, lo que sugiere la participacion de ambas
formas en procesos celulares diferentes y con distintas implicaciones. Este aspecto
necesaria un estudio mas profundo.

A pesar de que autores como Reaux et al. (2000), consideran que la Ang III es
el principal péptido efector del SRA cerebral, se considera a la Ang II como un factor
de crecimiento y con propiedades promotoras de la angiogénesis (Dostal y Baker, 1999;
Opie, 1994)

Estudios inmunohistoquimicos desarrollados en cerebro de rata han
proporcionado evidencias de la existencia de neuronas que contienen Ang II,
especialmente en el nticleo paraventricular hipotalamico, la region periventricular y el
nucleo del tracto solitario, asi como en extensas rutas de fibras que contienen
angiotensina (McKinley ez al., 2001). En varias entidades funcionales del cerebro, tales
como la region preodptica o el hipotalamo, la colocalizacion de ARNm de receptores,
lugares de union, y terminales nerviosas inmunoreactivas para Ang I, sugiere una
sintesis y expresion local de receptores de Ang II.

La Ang II juega un importante papel en la secrecion hormonal. Si inyectamos en
los ventriculos cerebrales, Ang Il y Ang I1I se produce una estimulacion de la liberacion
de hormonas hipofisarias (Wright y Harding, 1992). Asi, numerosas observaciones
indican que la Ang II puede contribuir a la regulacion fisiologica de la secrecion de
prolactina, a nivel hipotalamico (Steele ef al., 1982) e hipofisario (Becu- Villalobos ef
al., 1994). Asi, el papel central de la Ang II es activar al sistema dopaminérgico y por
tanto disminuir los niveles de PRL (Mounzih et al., 1994).
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A pesar del critico papel de 1a PRL en el crecimiento de la glindula mamaria, su
papel en el desarrollo del cancer de mama humano aun no ha sido totalmente elucidado.
Russo y Russo (1996a), definen a la PRL como la principal hormona hipofisaria en la
oncogénesis mamaria espontanea cuyo desequilibrio endocrino puede ser tumorigénico
en rata y raton.

A la vista de estos resultados, es posible que frente a la progresion del cancer de
mama, favorecido por un incremento en los niveles de PRL extrahipofisarios (Ben-
Jonathan et al., 1996), el hipotdlamo actie frente a este estimulo disminuyendo la
liberacion de dicha hormona por la hipofisis, a través del SRA hipotaldmico, mediante
el aumento de los niveles de Ang I, por un mecanismo de retroalimentacion negativo.

También es posible que la funcidon primordial de la Ang II no resida en la
modulacion de la liberacion de PRL, si no en aumentar la sensibilidad al efecto de los
estrogenos.

EL SRA cerebral también estd involucrado en la regulacion del eje hipotalamo-
hipofisis- adrenal (HPA). La presencia de receptores de Ang II, AT1 en puntos criticos
para la activacion del eje HPA, tales como las neuronas CRH parvocelulares en el
nucleo paraventricular hipotalamico, el nticleo cerebral con conexiones hacia el nticleo
paraventricular (PVN), y células corticotropas hipofisarias, proporcionan evidencias del
efecto regulador directo de la Ang II sobre la actividad de dicho eje (Figura D.4.).

Esto indica que la Ang II tiene, ademas, un papel modulador en la adaptacion al
estrés (Leong et al., 2002), aunque no se considera que la Ang 1 central este involucrada
en la activacion aguda del eje HPA durante el estrés (Aguilera, 2003), ya que de la
misma forma que la Ang II esta involucrada en la expresion de CRH en respuesta al
estrés, el aumento en el nimero de receptores de CRH en respuesta al estrés, no se
produce a través del receptor AT1 (Jezova et al., 1998).

En este sentido, autores como Spinedi y Rodriguez (1986) han descrito que la
Ang II hipotaldmica aumenta la liberaciéon de CRH por el hipotalamo, favoreciendo la
activacion del eje HPA. Ademas, diferentes trabajos evidencian una hiperactividad de
la glandula adrenal con el cancer de mama, pudiendo ser debido al estrés fisioldgico
asociado a la presencia de micrometastasis o células tumorales en la circulacion (van der
Pompe et al., 1996).
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En este sentido, no podemos dejar de citar que también es posible que el
incremento en los niveles de Ang II hipotaldmica en respuesta al estrés provocado por
el desarrollo de la enfermedad, pudiera desencadenar, bien de forma paralela o bien de
forma independiente, la activacion de multiples rutas que impliquen a otros factores
hipotaldmicos, moduldndolos de tal modo que fueran responsables de procesos tales
como el control del dolor, la respuesta inflamatoria y el efecto carcinogénico de la PRL,
sino tanto por la estimulacion de su liberacion si por aumentar la sensibilidad de la

glandula mamaria a los estroégenos.
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Figura D.4. Implicacion del sistema renina angiotensina hipotalamico en la modulacion del

eje hipotalamo- hipofisis adrenal, de la liberacion de prolactina y de la respuesta al estrés.

Por otro lado, la aminopeptidasa B cuenta entre sus sustratos a nivel
hipotaldmico a la somatostatina (Foulon et al., 1999). Este tetrapéptido esta implicado
de forma directa en la activacion del eje GH-IGF-I. Recientes trabajos justifican un

papel determinante de dicho eje en el cancer de mama (Laban et al.,, 2003). Hay que
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tener en cuenta que autores como Yamamoto et al. (2003), confirman que algunos
enzimas que procesan neuropéptidos contribuyen asi al control de sus niveles. Por tanto,
seria posible sugerir que la disminucion en la actividad de la APB hipotalamica
provocaria un aumento en los niveles de somatostatina y por tanto una mayor inhibicién
de la secrecion de GH hipofisaria. Estudios desarrollados en este mismo modelo de
induccion de cancer de mama mediante NMU han puesto de manifiesto la implicacion
de los niveles de IGF-I en el proceso de carcinogénesis mamaria. Es conocido que la
insulina, IGFs y sus correspondientes receptores, juegan un importante papel en la
estimulacion del crecimiento y proliferacion de células mamarias normales y neoplésicas
(Werner y Roith, 2000; Baserga, 1995; Rasmussen y Cullen, 1998; Yee, 1994).

Los niveles plasmaticos de IGF y de sus correspondientes proteinas de union
estan modificados en pacientes diabéticos (Héring et al., 1994; Clauson et al., 1998),
mostrando anormalidades en la regulacion del sistema IGF (Gibson ez al., 1996; Shinada
et al., 2000). Cuando este modelo experimental de cancer fue inducido en ratas
diabéticas (alas que se les habia inyectado estreptozotocina), estas desarrollaron tumores
pero con unas caracteristicas particulares;el periodo de latencia fué superior a las
controles, al igual que el numero de tumores desarrollados por rata y el namero de
tumores totales por grupo fue inferior a los controles. Se demuestra asi que ratas con
desordenes diabéticos muestran una supresion en el proceso de carcinogénesis mamaria,
probablemente apoyado por unos niveles bajos de insulina plasmatica durante dicho
proceso (Cocca et al., 2003).

También existen evidencias para sugerir que existe una interaccion importante
a varios niveles entre el eje GH-IGF -1y los estrogenos en el desarrollo mamario normal
y neoplasico. Estos efectos son el resultado de la supresion de la secrecion de GH, en
parte por el aumento de la accioén de la somatostatina (Tannenbaum et al., 1992).

Pero este aumento de la somatostatina afectaria solo a la secrecion de GH,. Por
tanto, seria 16gico pensar que la inhibicion de dicho eje por aumento de somatostatina
conllevaria un mayor numero de tumores de naturaleza benigna y una inhibicion del
crecimiento de dichos tumores. Este efecto no ha sido observado en nuestro estudio, por
tanto hemos de pensar en un sistema mas complicado de regulacion del crecimiento,

cuya base deben ser los niveles de estrogenos, ya que estos actuan sobre dicho eje
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durante el proceso neoplasico, favoreciendolo (Laban et al., 2003). Por tanto, la
inhibicién de la liberacion de GH por la somatostatina puede representar solamente un
mecanismo local que no afecte al desarrollo de la enfermedad o también puede ser
considerado como un mecanismo de respuesta del organismo en un intento de controlar
la progresion tumoral en este modelo. Lo que si parece claro es que tanto la promocion
como la progresion de la enfermedad son determinadas no sélo por alteraciones
sistémicas de diferentes tipos, sino también por mecanismos paracrinos / autocrinos
locales en la glandula mamaria. Esta hipdtesis se veria apoyada por el hecho de que
aparecen tanto en mama sana como neoplasica ARNm de GH, su receptor, IGF-1y su
receptor pero en niveles muy superiores en el caso de cancer de mama (Mol et al., 1995;
Mertani et al., 1998; Surmacz et al., 1998; Ng et al., 1997). Ademas, la expresion de
IGF-I en mama neoplasica correlaciona positivamente con el grado de diferenciacion del
tumor (Eppler et al., 2002), si bien dicha expresion es inversamente proporcional a la
vascularizacion (Heffelfinger et al., 1999). Por tlltimo, también hay que mencionar que
las proteinas de union a IGF-I las cuales tienen efectos independientes sobre el
crecimiento de las células mamarias por modular la disponibilidad local y bioactividad
de IGF-I (Fowler et al., 2000), también se expresan en tumores de mama.

Podemos resumir, por tanto, diciendo que la Ang Il hipotaldmica tambien puede
jugar un importante papel en el control de la actividad del sistema simpatico-

adrenomedular durante el estrés provocado por la enfermedad.

4.2.2. Sobre la actividad oxitocinasa

Una de las principales respuestas cerebrales frente al estrés, es la liberacion de
péptidos opiaceos. En este sentido, la influencia de los opidceos sobre la actividad
secretora de neuronas oxitocinérgicas en el nucleo supradptico del hipotdlamo ha sido
estudiada en detalle en ratas.

Los opidceos enddgenos activan a sus receptores, localizados en neuronas
oxitocinérgicas o en sus fibras aferentes, participando en el control de la actividad
secretora de éstas células (Russell et al., 1995). En este sentido y como vermos mas
adelante, el aumento en los niveles de opidceos hipotaldmicos por la disminucién en la

actividad responsable de su degradacion, modulara la secrecion de OT.
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Los resultados mostrados en este estudio, donde la actividad oxitocinasa
hipotalamica se encuentra disminuida, sugieren un aumento de los niveles de OT. El
hecho de que la OT inhiba los efectos del estrés, estaria de acuerdo con un tedrico efecto
antiestresante.

No obstante, recientes estudios de Nakamura et al. (2000) demuestran que la
estimulacion del receptor de la OT y mediante un ruta de transduccion de la sefal da
lugar a una translocacioén de la oxitocinasa intracelular a la membrana plasmatica
provocando un incremento en la degradacion de OT en respuesta a la propia OT (Herbst
et al., 1997). Estos datos apoyan la existencia de un mecanismo de retroalimentacion
negativo de las hormonas peptidicas a nivel celular en el que el propio péptido bioactivo
estimula la actividad proteasa en la membrana celular (Nakamura et al., 2000) siendo
el resultado final la disminucion de la actividad OTasa por la propia inhibicion de los
niveles de OT.

En el contexto del cancer de mama, es importante tener en cuenta que la
regulacion de los niveles de OT y sus receptores en hipotdlamo esta influenciada por
los esteroides sexuales, especialmente con el estradiol, ya que estas hormonas tienen un
efecto indirecto sobre su expresion génica, posiblemente participando como factores de
transcripcion o como cofactores (Homeida, 1986). Asi podriamos sugerir que el aumento
en los niveles circulantes de estrogenos, caracteristico del cancer de mama, daria lugar
auna disminucién de la expresion de OT y por tanto de sus niveles, conduciendo de este
modo también a una disminucion en la actividad oxitocinasa.

La alteracion en los niveles de oxitocina también pueden modificar la fisiologia
del eje hipotalamo-hipoéfisis-tiroides (HPT) ya que las neuronas parvocelulares
oxitocinérgicas del nicleo PVN se proyectan hacia diferentes areas dentro del
hipotdlamo y también hacia la eminencia media, haciendo posible que la oxitocina
modifique la liberaciéon de TRH y TSH (Petersson, 2002). En este sentido, estudios
desarrollados por Petersson (2002) ponen de manifiesto que la administracion
intracerebroventricular de oxitocina en ratas, disminuye los niveles plasmaticos de TSH
y hormonas tiroideas. No obstante otros autores como Ciosek y Stempniak (1997), en

trabajos desarrollados en ratas eutiroideas, no observan ningun efecto de la OT ex6gena

—210—



Aminopeptidasas Séricas y Tisulares en un Modelo.../M?® peL PiLaR CARRERA GONZALEZ

sobre la liberacion de TSH y hormonas tiroideas. Este aspecto necesitaria por tanto un
analisis posterior mas detallado.

Por tanto, las alteraciones encontradas en la regulacion de los niveles
hipotalamicos de OT, por medio de su enzima degradativo la OTasa, también pueden
estar implicados en los mecanismos de promocion y / o progresion del tumor de mama
inducido por la adminstracion de NMU, aunque queda sin dilucidar el mecanismo

exacto de su actuacion.

4.2.3. Sobre la actividad pirrolidon carboxipeptidasa

La dependencia hormonal de los tumores desarrollados por administracion de
NMU, indica, que la actividad Pcp puede tener un papel muy importante en la
tumorigénesis a diferentes niveles, incluyendo el sistema nervioso.

Como ya hemos citado, esta ampliamente descrito que una parte de la actividad
Pcp cerebral de mamiferos estd asociada a la membrana y se ha denominado Pcp II
(Greaney et al., 1980; Hayes et al., 1979; Joseph-Bravo, 1979; Griffiths et al., 1979,
180). La Pcp II muestra un alto grado de especificidad lo que ha llevado a los
investigadores a postular que la Pcp II es responsable de la inactivacion neuronal
selectiva de la TRH, y que debe ser considerada la primera peptidasa especifica de
neuropéptido (Wilk, 1986) en contraste con la actividad Pcp I, de distribucion citosolica
y capaz de liberar residuos piroglutamicos N-terminales de un espectro mas amplio de
péptidos biologicamente activos, como la TRH, GnRH, neurotensina y bombesina
(Cummins y O’Connor, 1996).

Los resultados obtenidos para el hipotadlamo que muestran una disminucion en
la actividad Pcp junto con la disminucién previamente descrita en la actividad
tiroliberinasa, en este modelo de cancer de mama, suponen un incremento en los niveles
de sus sustratos endogenos; TRH y GnRH. El aumento de los niveles de GnRH, supone
una mayor actividad del eje hipotdlamo-hipofisario- gonadal y mamario como ya hemos
descrito, al igual que en el eje HPT, mediado por la TRH.

Durante muchos anos, la coincidencia entre desordenes tiroideos y el cancer de
mama, ha sido continuo objeto de estudio, buscandose un posible factor causal entre

ambos procesos. La actividad del enzima Pcp podria ser un punto de union.
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Como es bien sabido, la TRH secretada por el hipotdlamo estimula la liberacion
de TSH por la hip6fisis que actia ya en el tiroides regulando la produccion de hormonas
tiroideas (Reichlin ef al., 1978). Como veremos mas adelante, el cancer de mama
inducido por NMU no provoca cambios en la actividad Pcp ni en la hipofisis ni en el
tiroides. El hecho de que la actividad Pcp en tiroides no este modificada, podria indicar
que es la GnRH mas que la TRH el principal sustrato de la Pcp en hipotalamo, o al
menos, que la Pcp esta principalmente implicada en la regulacion local de los niveles
de GnRH en ratas con cancer de mama inducido por NMU.

En cualquier caso, un posible incremento en los niveles de TRH induciria
mayores niveles de TSH, que podrian ser responsables de un aumento en la
susceptibilidad al hipotiroidismo (Vanderpump et al., 1995). De hecho, existe una
tendencia a la disminucion de las funciones tiroideas en pacientes con cancer de mama
debido a un imcremento en los niveles de TSH y el hipotiroidismo es una de las
enfermedades mas observada (Stoll, 1965; Takatani et al, 1989). De hecho, en la
presente Tesis se describe un incremento importante del peso corporal de las ratas de
forma concomitante a la aparicion de los tumores, aunque el peso corporal vuelve a los
niveles control tras poco tiempo, lo que podria ser consecuencia de un hipotiroidismo
“transitorio”. Por lo tanto, la relacion entre ambos factores de liberacion hipotalamicos
y la conexioén entre enfermedades tiroideas y cancer de mama puede ser consecuencia
de un efecto indirecto de la actividad Pcp. Es mas, se ha descrito que la Pcp representa
un importante elemento regulador en la estimulacion de las células dianas de la TRH
(Schomburg y Bauer, 1995). Los receptores de TRH y GnRH son ambos de la familia
de receptores acoplados a proteinas G del tipo G, ,, (Hsieh y Martin, 1992; Aragay et
al., 1992). Asi, los efecto de la TRH y la GnRH parecen estar mediados por mecanismos
de transduccion intracelular similares, que pueden inducir procesos de expresion génica
paralelos. Cabe por tanto esperar que la induccion de la expresion génica por una
hormona a su concentracion maxima efectiva prevenga la posterior estimulacion por otra
hormona. A modo de resumen, podemos decir, que las alteraciones en la actividad Pcp
anivel local del hipotdlamo, pero también a nivel sistémico, pueden ser responsables de
los procesos de iniciacion, promocion y / o progresion del cancer de mama inducido por

NMU a través del incremento de GnRH, y que de forma indirecta los cambios en la
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actividad enzimatica alteran las funciones del eje HPT por alteracion de los niveles de
TRH, siendo éste el mecanismo de unidn entre el cancer de mama y los desdrdenes

tiroideos.

4.2.4. Sobre la actividad encefalinasa

En cuanto a la enzima responsable de la degradacion de encefalinas, nuestros
resultados muestran un descenso significativo de su actividad en el hipotalamo de los
animales que desarrollaron tumores de mama. Esto indicaria la existencia de unos
niveles elevados de encefalinas. La relevancia del papel jugado por los opidceos, en
concreto las encefalinas, en la adaptacion al estrés, puede ser considerada critica en la
etiologia y patologia de ciertos desérdenes fisioldgicos asociados con prolongadas o
repetidas situaciones de estrés (Drolet, 2001), como podria ser un proceso neoplasico.

Elreciente descubrimiento de la capacidad de degradacion de las encefalinas por
la actividad encefalinasa en el cerebro (Le Guen et al., 2003) asi como su localizacion
en altas concentraciones en el nucleo paraventricular hipotaldmico, sugiere que esta
peptidasa puede tener un importante papel en la regulacion del eje HPA (Noble et al.,
2001), con importantes fucnioens en el control del dolor, la analgesia y el estrés
relacionados con el proceso tumoral como se ha discutido en apartados anteriores

Finalmente indicar, que se conoce muy poco de la actividad LeuAP, ya sea
soluble o unida a membrana, a nivel hipotaldmico y su posible conexion con el cancer
de mama. En este trabajo se ha observado un comportamiento opuesto en la actividad
LeuAP soluble y unida a membrana que nos lleva a pensar en la existencia de dos
isoenzimas con diferente localizacion y funciones diferentes con distintas implicaciones.

El estudio de este enzima necesita una investigacion mas profunda.

4.3. HIPOFISIS
Recordemos que la hipofisis anterior alberga a una poblacion bastante

heterogénea de células secretoras bien diferenciadas, agrupadas en somatotropas, que
secretan GH; lactotropas, que secretan PRL, corticotropas, las cuales secretan ACTH asi

como otras hormonas derivadas del precursor peptidico POMC, incluyendo MSH,
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lipotropinas, endorfinas y encefalinas; tirotropas, las cuales secretan TSH; y
gonadotropas, que secretan LH y FSH (Daughaday, 1985; Marshall y Barkan, 1992).

4.3.1. Sobre las actividades angiotensinas

Todos los componentes del SRA estan presentes en la hipofisis, existiendo una
produccion local de Ang II (Deschepper et al, 1991). La Ang II es sintetizada
fundamentalmente en las células gonadotropas (Deschepper ef al., 1985).

En el modelo de cancer de mama desarrollado en este trabajo, las actividades
solubles de APN y APB muestran un descenso significativo, a diferencia de la actividad
APA que no se modificé. El hecho de que la actividad responsable de la degradacion de
la Ang II no manifieste modificaciéon alguna en su actividad puede ser bastante
significativo.

Como hemos descrito previamente a nivel hipotalamico, y como consecuencia
de los cambios en las actividades angiotensinasas, se espera un aumento en los niveles
de Ang II. Esta Ang II actia a nivel hipofisario, modulando la liberaciéon hormonal
adenohipofisaria. Dicha liberacion hormonal favoreceria el desarrollo de la enfermedad
como consecuencia de la sobreactividad de los diferentes ejes hipotalamo-hipofisarios
implicados.

Como hemos comentado, los efectos de la Ang II en la hipofisis son mediados
por el receptor ATl (Saavedra et al., 1992). En rata, éstos receptores sufren una marcada
inhibicidn tras la administracion de estrogenos (Krishnamurthi ez al., 1999), que estarian
elevados en nuestro modelo, pudiendo ser esta una forma de regulacion de la actividad
de Ang II. Ademas, en ratas, existe un sintesis local hipofisaria de Ang Il que también
puede ser responsable de manera paracrina de la regulacion de la secrecion hormonal
(Ganong y Murakami, 1987).

Eldescenso de las actividades APN y APB podria implicar unos niveles elevados
de Ang III a nivel local de la hipofisis, pues hay que tener en cuenta que los SRAs
hipotalamico e hipofisario participan en funciones diferentes, algunas de las cuales estan
relacionadas. Por tanto, el SRA adenohipofisario podria actuar de forma independiente

al hipotalamico, favoreciendose algunas funciones no conocidas mediadas por AngIII.
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De hecho, Reaux et al. (2000) apoyan la idea de que la Ang I1I es el principal efector del
SRA cerebral.

En este sentido, se ha sugerido, utilizando cultivos de células hipofisarias, que
la inhibicion de la actividad APN potencia la liberacion de ACTH estimulada por CRH
(Ritchie et al., 2003). Nuestros resultados apoyarian la hipdtesis de que las
aminopeptidasas APN y APB juegan un importante papel en el metabolismo de la CRH
y su funcion bioldgica y por tanto en el aumento de la actividad del eje HPA (Ritchie et
al.,2003) . Estos resultados estaria ademas de acuerdo con los presentados por van der
Pompe et al., (1996) anteriormente mencionados, en los que los niveles de cortisol
basales estan elevados en mujeres con cancer de mama debido al estrés asociado con la

presencia de micrometastasis o por las células tumorales presentes en la circulacion.

4.3.2. Sobre la actividad encefalinasa

Como ya hemos citado, la disminucioén observada en la actividad responsable de
la degradacion de la encefalinas supondria un aumento en los niveles de éstas, que
pudiera deberse a un mecanismo adaptativo de respuesta al estrés fisico derivado de la
enfermedad o a un mecanismo de respuesta en un intento de controlar el crecimiento

tumoral.

4.4. GLANDULA PINEAL
La melatonina, principal hormona producida en la glandula pineal, se considera

un regulador fisioldégico y neuroendocrino de un amplio espectro de procesos
carcinogénicos. Asi, se ha demostrado que la melatonina, y algunos de sus anélogos, son
eficaces en la inhibicion del crecimiento de un amplio rango de neoplasmas solidos,
concretamente los tumores hormono-dependientes. Esto es debido fundamentalmente
a la accién citostastica de la melatonina, aunque bajo ciertas condiciones
experimentales, la melatonina también puede tener efectos citotdxicos. En este sentido,
numerosos estudios in vivo e in vitro han proporcionado suficientes indicios sobre los
posibles mecanismos que envuelven a la accién de la melatonina como una hormona

oncostatica. Algunos de estos mecanismos incluyen la modulacion de la expresion y
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regulacion de su receptor, fendmenos de sefalizacion, procesos de transduccion, control

transcripcional, interacciones gendomicas y procesos redox (Blask, 2001).

4.4.1. Sobre las actividades angiotesinasas.

Estudios recientes han proporcionado la primera evidencia de que el SRA local
de la glandula pineal es un importante modulador del metabolismo indol pineal. Como
hemos comentado anteriormente los dos principales péptidos bioactivos del SRA son
la Ang II y su metabolito directo, la Ang III, que presentan la misma afinidad por los
receptores de angiotensina AT1y AT2 (Saavedra, 1992; Ganong, 1993). Tratamientos
in vivo con antagonistas del receptor AT1 inhiben significativamente la sintesis de
melatonina en la glandula pineal. En este sentido, tratamientos con Losartan en cultivos
pineales, disminuyen significativamente los niveles de 5-hidroxitriptofano, serotonina,
acido acético 5-hidroxiindol, N-acetil-serotonina y melatonina. Los receptores AT1 han
sido localizados en pinealocitos mediante hibridacion in situ (Baltatu et al., 1998b),
sugiriendo un papel de la Ang II en el metabolismo de la melatonina. Asi, el SRA local
de la glandula pineal modula la sintesis de indoles a través de la actividad de la
triptéfano hidroxilasa (TPH) via los receptores AT1, y por otro lado, se ha demostrado
la presencia de receptores / lugares de union melatoninérgicos vasculares; estos
receptores estan funcionalmente conectados con el efecto vasoconstrictor / vasodilatador
de la melatonina.

Ensayos de union al receptor y estudios de autorradiografia, indican que en la
glandula pineal de mamiferos existen dos (Baltatu e al., 1997) subtipos de receptores
AT1; ATlay ATlb.

Mediante estudios de hibridacién in situ e inmunohistoquimicos se ha descrito
una asociacion entre la inmunorreactividad para TPH y la presencia de ARNm de AT1b
en pinealocitos. Esto apoya también el papel de las angiotensinas en las funciones
neurosecretoras de la glandula (Baltatu et al, 1998). Ademas, la predominancia de
ATI1b sobre ATla, indica que la estimulacion del receptor subtipo AT1b participa de
forma especifica en procesos neuroendocrinos.

Por otro lado, la sintesis de angiotensindgeno, el unico precursor de todas las

angiotensinas, también se ha descrito en diferentes regiones cerebrales (Morgan et al.,
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1996; Baltatu et al., 1998a) incluyendo la glandula pineal (Baltatu et al., 1998b).
Ademas, la glandula pineal cuenta con grandes cantidades de actividad semejante a
renina y de enzima convertidor de angiotensina (ACE) (Mizuno et al., 1985; Haulica et
al., 1975; de Agostini et al., 1982; Baltatu et al,, 1998b, Nahmod et al., 1982). Las
herramientaas para evaluar la influencia de la glandula pineal sobre la carcinogénesis
mamaria se ha basado en la administracion de carcindgenos quimicos a ratas, en las
cuales la funcion pineal, y consecuentemente los niveles de melatonina, han sido
modificados por exposicion a diferentes fotoperiodos, o suprimidos por exposicion a
iluminacion constante o por ablacion mediante cirugia de la glandula (Cos y Sanchez-
Barcel6, 2000). La pinealectomia realizada varios dias antes de la administracion de
NMU, resulta en un aumento de la tumorigénesis sobre los controles intactos (Blask y
Hill, 1988).

Estos estudios demuestran que animales con la funcidon pineal aumentada o
tratados con melatonina, en contraste con aquellos pinealectomizados, sufren un
incremento en el periodo de latencia, una disminucion significativa en la incidencia
tumoral, una reduccion en el nimero y tamafio de los tumores, una mayor incidencia de
fibroadenomas que adenocarcinomas, un menor grado de crecimiento tumoral y una
mayor frecuencia de regresiones tumorales espontaneas.

El posible papel de la glandula pineal en el crecimiento y propagacion de
diferentes clases de tumores ha sido objeto de estudio para numerosos investigadores
desde finales del siglo XX (Bartsch et al., 1992; Blask, 1993; Reiter, 1988). Cohen et
al., (1978) fueron los primeros en sugerir que una disminucién en la actividad pineal
podria contribuir a la etiologia del cancer de mama, por conducir a un estado de relativo
hiperestrogenismo. La base de esta hipotesis sobre el papel de la melatonina en el
desarrollo del cancer de mama, es la evidencia de que esta inhibe algunas de las
hormonas gonadotropas de la hipdfisis que controlan el desarrollo de la glandula
mamaria y las cuales son también responsables del crecimiento de tumores. Es decir,
tiene un efecto antigonadotrofico.

Por tanto, procesos que conlleven la disminucion de la funcion de la glandula
pineal y de la sintesis de melatonina deberian ser consideradas como factores que

aumentan el riesgo de cancer de mama.
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El efecto oncostatico de la melatonina depende de su interaccion con rutas
sensibles a estrogenos. En este sentido, se ha observado que la melatonina inhibe la
expresion de ERa y la unién del complejo E-ER a los elementos de respuesta a
estrogenos (ERE) en el ADN (Lawson ef al., 1992; Molis et al., 1994; Garcia -Rato et
al., 1999). Estudios in vitro han puesto de manifiesto que los efectos antiproliferativos
de la melatonina estan relacionados con su efecto modulador sobre el ciclo celular, ya
que retarda o bloquea la progresion de las células de fase GO-G1 a fase S. Este efecto
modulador de la melatonina sobre el ciclo celular podria ser explicado por el efecto de
esta indolamina sobre la expresion de algunas de las proteinas que participan en el
control de la transicion de la fase G1-S (Sanchez-Barcel6 et al., 2003).

Por otro lado, se han descrito multiples papeles de la glandula a través de la
produccion de melatonina. Recientemente, estudios realizados tanto in vivo como in
vitro, han demostrado que la melatonina es un potente aceptor de radicales hidroxilo y
otros radicales libres dadores de oxigeno, protegiendo a las células de dafios oxidativos
(Reiter, 1995).

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran un descenso en la
actividad AspAP en animales con cancer de mama inducido por NMU que seria
responsable de la modificacion del SRA a través del incremento en los niveles de Ang
Iy Ang II.

La produccion local, fundamentalmente de Ang II regula la sintesis de
melatonina, de tal forma que la modificacion en los niveles de Ang I supone un cambio
en la produccion de melatonina. En este sentido, altos niveles de Ang Il podria facilitar
la uniéon a AT1 favoreciendo la biosintesis de melatonina.

Por tanto nuestros resultados nos conducen a un aumento en los niveles de
melatonina. Pero esto supondria una inhibicion o regresion del crecimiento, hecho que
no hemos observado a lo largo de este estudio.

Un factor a tener en cuenta es que concentraciones superiores o inferiores de
melatonina a las fisioldgicas, pueden tener diferentes efectos sobre el crecimiento
tumoral, es decir, su actividad antiproliferativa depende de su concentracion (Sanchez-
Barcelo, 2003)
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Por otro lado, se ha postulado sobre un mecanismo adicional de regulacion que
consiste en la degradacion de la melatonina via indolamina 2,3-dioxigenasa, un enzima
extrahepatico que ha sido detectado en tejido tumoral y esta relacionado con la
triptéfano 2,3 dioxigenasa (TDO). Esta, es sintetizada s6lo en el higado, es altamente
especifica para L-triptéfano y es inducida por glucocorticoides, lo cual podria explicar
la reduccion observada del triptofano plasmatico resultado de la activacion asociada al
tumor del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal (Bartsch ef al., 1999).

Resultados clinicos muestran que la melatonina circulante tiende a estar
disminuida en pacientes con tumores primarios de diferentes tipos histologicos
incluyendo tanto endocrinodependientes, como el cancer de mama, endometrial y de
prostata asi como endocrino independientes, como cancer de pulmoén, gastrico, y
colorectal. La eliminacion quirtirgica de los tumores primarios no conduce a una
normalizacién, indicando que un complejo sistema de cambios parece estar involucrado
en la disminucion de la melatonina. El descenso de los niveles circulantes de melatonina
puede ser debido a una disminucién en su produccién o a los ciertos procesos
metabolicos periféricos anteriormente descritos.

La reduccién de los niveles circulantes de melatonina esta acompafiada por
cambios neuroendocrinos que afectan a la secrecion circadiana de hormonas
adenohipofisarias como la PRL, somatotropina y TSH. Estudios con animales con
tumores, demostraron que la melatonina circulante nocturna esta modulada por el
crecimiento del tumor. Investigaciones detalladas con tumores mamarios inducidos
quimicamente en ratas, mostraron que tumores de crecimiento lento y bien diferenciados
que contenian células epiteliales (adenocarcinomas y carcinosarcomas) dan lugar a un
aumento en la produccion de melatonina por la activacion del enzima que limita el paso
en la biosintesis de melatonina, serotonina N-acetiltransferasa, probablemente debido
a una elevacion del tono simpatico en respuesta a la estimulacion del sistema celular
inmune por el crecimiento tumoral.

Por el contrario, la melatonina nocturna estd reducida en animales con
transplantes de tumores mamarios de crecimiento rapido cuando la conversion de células
mioepiteliales a mesenquimales conduce a sarcomas puros. La reduccién de la

melatonina parece ser debida, por tanto, a una disminucién en la disponibilidad del
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precursor aminoacido triptofano debido a la activacion inducida por glucocorticoides del
enzima hepatico triptéfano 2,3-dioxigenasa o a una directa degradacion periférica de la
melatonina via indolamina 2,3 dioxigenasa expresada en tumores y otros tejidos
(Bartsch y Bartsch, 1999; Bartsch ef al., 1999)

Es posible asi, que en este modelo de cancer de mama exista una elevacion en
la sintesis de melatonina determinada por los niveles de Ang II, pero la regresion del
crecimiento que deberia acompanar a dicho aumento, no se observa, siendo probable una
regulacion de los niveles de melatonina por glucocorticoides, cuyos niveles podrian estar
incrementados en este modelo como consecuencia de la estimulacion del eje
hipotalamo-hipofisis-adrenal observada en los animales que desarrollan cdncer de mama
(Figura D.5.).
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- Concentracion Melatonina
- Indolamina 2,3 dioxigenasa
Glucocorticoides I - Triptéfano 2,3 dioxigenasa

Figura D.5. Implicacion del sistema renina angiotensina pineal en el metabolismo de la

melatonina.
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4.4.2. Sobre la actividad oxitocinasa

En los ultimos afios se han detectado en la gldndula pineal un elevado nimero
de péptidos, algunos de los cuales se han considerado que podrian modular la secrecion
de melatonina (Ebadi ef al., 1989; Simoneaux, 1995). Entre estos péptidos destaca la
oxitocina y la vasopresina (Fisher y Fernstrom, 1981; Liu y Burbach, 1987; Liu et al.,
1988; Noteborn et al., 1987, 1988; Gauquelin et al., 1988).

Esta bien documentado que la melatonina modifica la liberacion de vasopresina
y oxitocina desde el sistema hipotalamo-neurohipofisario en condiciones tanto in vivo
(Juszczak, 1998; Juszczak et al., 1986; Juszczak y Stempniak, 1997; Bojanowska y
Forsling, 1997) como in vitro (Juszczak et al., 1992, 1995; Yasin et al., 1993). Laaccion
de la melatonina depende de su cantidad asi como, del momento del dia (Yasin et al.,
1996). Sin embargo, el posible mecanismo responsable de la modulacion de la
produccion de hormonas neurohipofisarias y/o secrecion mediada por melatonina, no se
conoce.

En el modelo de cancer de mama propuesto para este estudio, hemos observado
un descenso significativo en la actividad oxitocinasa a nivel de la glandula pineal.

Sin embargo, aunque la OT ha sido descrita en glandula pineal, poco se sabe
acerca de su papel en esta localizacion, ni mediante qué mecanismo modularia la sintesis
de melatonina (Barassin et al., 2000). Por tanto, son necesarios un mayor nimero de
estudios para esclarecer el papel de la OT en la glandula pineal y de su posible

implicacion con el desarrollo del cancer de mama.

4.5. TIROIDES
El tiroides es una glandula endocrina que secreta hormonas vitales para el

crecimiento y el metabolismo celular. Ademas de la conocida accion de la TSH en el
control de la actividad del tiroides, otros factores como la hormona del crecimiento
(Grunfeld e al., 1988), insulina e IGF1 (Santiesteban et al., 1987), juegan un importante
papel regulador en la funcién tiroidea.

Como citdbamos en la introduccion, el desarrollo normal de la glandula mamaria
es un proceso complejo, objeto de la influencia de multiples hormonas como la insulina,

hormona del crecimiento, esteroides, prolactina y hormonas tiroideas. A su vez, cada
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una de estas hormonas estd también implicada en la tumorigénesis mamaria. Debido a
estas multiples interacciones hormonales y a la ubiquidad del papel de las hormonas
tiroideas en el metabolismo corporal, no es sorprendente que haya cierta confusion
acerca del papel de las hormonas tiroideas en el inicio y mantenimiento del cancer de
mama (Vonderhaar, 1982b).

El papel de las hormonas tiroideas ha sido postulado desde 1896, cuando
Beatson describio el uso de extractos de tiroides para el tratamiento de la metastasis del
cancer de mama. Desde entonces la alteraciones de la funcién tiroidea han estado
asociadas a una gran incidencia de cancer de mama (Vonderhaar, 1987, 1982a, 1982b).
Sin embargo, el numero de estudios es insuficiente para llegar a conclusiones definitivas
sobre la relacion entre ambas enfermedades, y no todos los estudios apoyan dicha
relacion (Vonderhaar, 1982a, 1982b).

En modelos animales, se ha observado que las hormonas tiroideas tienen un
efecto directo sobre el crecimiento y diferenciacion de la glandula mamaria (Lissitzky,
1990; Vonderhaar, 1987, 1984, 1982a, 1982b). Este efecto es atribuido en parte a la
induccion de un incremento en la sensibilidad de los tejidos al estradiol y prolactina a
través de la modulacion de sus respectivos receptores.

El hecho de que la funcion tiroidea también afecte a la funcion ovéricay a la
hipofisis hace dificil determinar el efecto especifico de un exceso o defecto de las
hormonas del tiroides sobre la promocion y progresion del cdncer de mama. Es mas, ain
no esta claro si las hormonas tiroideas tienen una influencia positiva o negativa sobre
el desarrollo normal de la gldndula mamaria y alin menos en los carcinomas mamarios
inducidos mediante un carcindgeno en rata (Vonderhaar, 1982b). Por otro lado, las
hormonas tiroideas actiian directamente sobre la hipdfisis incrementando la secrecion
de PRL (Meites, 1972), una hormona muy implicada en la tumorigénesis mamaria, como

ya hemos citado.

4.5.1. Sobre las actividades angiotensinasas
Como hemos mencionado también anteriormente, es muy posible que en este
modelo de cancer de mama nos encontremos ante una situacion de hipotiroidismo,

hecho que se ve apoyado por el repentino aumento de peso corporal del grupo de
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animales administrados con NMU en el momento de aparicion del primer tumor. Existen
algunos trabajos que confirman la relacion de las hormonas tiroideas con SRA-
aldosterona sistémico, de modo que el hipotiroidismo, tanto en animales como en
humanos, esta asociado a una disminucioén en la actividad de dicho sistema (Park et al.,
2001)

En esta disfuncion tiroidea, esta descrita una disminucién en la concentracion de
angiotensinogeno plasmatico, al igual que una marcada disminucion en la concentracion
de angiotensindgeno en higado. Como se sabe, la concentracion de angiotensindgeno
plasmatico depende de la produccion de este por el higado y de su degradacion por la
renina (Ruiz et al., 1987).

Sin embargo, es escasa la bibliografia referente a la existencia de un SRA local
en el tiroides. Este sistema local podria estar implicado en la sintesis y / o liberacion de
hormonas tiroideas, participando de esta forma en el metabolismo del tiroides. Fueron
Montiel y Jiménez, (1998) quienes proporcionaron la primera evidencia de receptores
especificos para Ang II en la glandula tiroidea de rata. Posteriormente, Marsigliante et
al. (2003), han confirmado que el receptor AT1 de la Ang II se expresa en el tiroides de
rata. Estos autores han sido los primeros en establecer una relacion entre la funcion del
tiroides y los componentes del SRA, aunque los efectos celulares de la Ang II en los
tirocitos y su sefial de transduccidn atin no ha sido esclarecida (Marsigliante ez al. 2003).
En nuestro modelo de cancer de mama, la actividad APN sufre una disminucion,
mientras que la actividad AspAP se incrementa. Por tanto, los niveles de Ang 1l estarian
incrementados. Nuevamente se sugiere que es el paso de Ang Il a Ang III el mecanismo
de accién mas probable para las angiotensinas, también a nivel del tiroides. No obstante,
la disminucion de los niveles de Ang Il también puede ser un mecanismo regulador de
la funcion bioldgica de la Ang II vascular, a nivel del tiroides, ya que las propias
hormonas tiroideas inhiben la expresion de los receptores vasculares AT1 de la Ang II,
tanto a nivel transcripcional como postranscripcional (Fukuyama et al., 2003) (Figura
D.6).
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Figura D.6. Sistema renina angiotensina en glandula tiroidea en un modelo de carcinogénesis

mamaria inducida mediante NMU.

4.5.2. Sobre las actividades oxitocinasa y encefalinasa

En cuanto a las actividades oxitocinasa y encefalinasa del tiroides nuestros
resultados han mostrado que ambas sufren un descenso significativo en su actividad.
Para nuestro conocimiento, no existe bibliografia que describa la presencia de oxitocina
en el tiroides, y ain menos de su enzima reguladora, la oxitocinasa. Si se conoce que la
oxitocina esta implicada en la liberacion de TRH y TSH, y por tanto en la sintesis de
hormonas tiroideas (Petersson, 2002). Como ya hemos comentado, Albiston et al.,
(2001) han descrito que la aminopeptidasa regulada por insulina, conocida como IRAP,
presenta caracteristicas tipicas de receptor de union AT4 y ademds que éste posee
actividad oxitocinasa. Como los cambios con el cancer del SRA local del tiroides,
inducen a un incremento en los niveles de Ang III, (por disminucién en la actividad de
APN), podriamos hipotetizar que los niveles de Ang IV serian bajos, disminuyendo las
uniones con su receptor y por tanto, la actividad oxitocinasa. Sin embargo, atn no se ha
descrito la presencia de receptores AT4 en la glandula tiroidea, por lo que los
mecanismos que alteran la actividad OTasa a nivel del tiroides en este modelo de cancer

de mama quedan sin dilucidar.
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Por otro lado, trabajos desarrollados por Josko et al., 1996 han puesto de
manifiesto que, en una situacion de estrés, se produce una inhibicion en la liberacion de
hormonas tiroideas, T, y T;. Por tanto, es evidente que los opidceos estan involucrados
en el sistema TRH-TSH-T, /T;, regulando la respuesta de dicho eje en una situacion de
estrés. En este sentido, la actividad encefalinasa, sufre un descenso significativo en
tiroides, conduciendo a un aumento de los niveles de encefalinas, probablemente en
respuesta al estrés. No obstante, es posible que los opidceos estén también implicados
en el metabolismo de las hormonas tiroideas a nivel de dicha glandula, ya que se han
descrito receptores para estos en tiroides (Freire-Garabal et al., 1992). Por tanto, un
posible factor que contribuya a una situacion de hipotiroidismo en este modelo de
carcinogénesis, seria la presencia de altos niveles de opiaceos que inhibirian la secrecion

de hormonas tiroideas.

4.6. GLANDULA ADRENAL
La glandula adrenal ha sido tradicionalmente dividida en dos entidades

separadas, segun estuvieran reguladas por factores humorales o neuronales: la liberacion
de glucocorticoides y aldosterona estaria regulada por ACTH y el sistema renina
angiotensina aldosterona respectivamente (Jones, 1979), mientras que el cléasico
regulador de la secrecion de catecolaminas de la médula adrenal es la inervacion

simpatica colinérgica via el nervio esplénico (Holgert et al., 1998; Parker ef al.,1993).

4.6.1. Corteza Adrenal

Elsistema circadiano, controlado por el nticleo supraquiasmatico del hipotalamo,
regula el ritmo diario de secrecion adrenocortical. Una alteracion en este ritmo esta
asociado a una pobre superviviencia de pacientes con cancer de mama ( Filipski et al.,
2002).

Asi la corteza adrenal secreta fundamentalmente dos tipos principales de
hormonas, glucocorticoides (cortisol y corticosterona) regulados por la ACTH
hipofisaria y los mineralocorticoides (aldosterona) regulados fundamentalmente por el
sistema renina angiotensina aldosterona. Ademads, también genera pequenas cantidades

de andrégenos.
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Como consecuencia del estrés fisico, se intensifica la liberacion de
corticosterona, asi como de los péptidos opiaceos, que pueden influenciar la corteza
adrenal estimulando la esteroidogénesis (Lewis et al., 1985). Asi, distintos trabajos han
descrito que el estrés fisiologico asociado a la presencia de micrometastasis o células
tumorales en la circulacion ( van der Pompe et al., 1996) durante el cancer de mama,
es un motivo de hiperactividad de la glandula adrenal. Esta afirmacion se basa en que
los niveles basales de cortisol en pacientes con cancer de mama, tanto en un estado
temprano como metastasico son significativamente superiores a los niveles de mujeres
sanas. Esta elevacion no parecio deberse a un aumento en los niveles de ACTH
plasmaticos que no mostraron diferencias entre ambos grupos.

En nuestro modelo de cancer de mama, los cambios observados en las
actividades aminopeptidasas hipotaldmicas e hipofisarias, nos indican un aumento en
los niveles plasmaticos de ACTH, con la consecuente estimulacion de la corteza adrenal
y por tanto, de la sintesis de glucocorticoides. Este efecto estaria ademas potenciado por
la situacion de estrés resultante del desarrollo de esta enfermedad, ya que practicamente
cualquier tipo de enfermedad que cause debilidad intensa genera un aumento en la

liberacion de glucocorticoides y en consecuencia de corticosterona.

4.6.1.1. Sobre las actividades angiotensinasas

En el presente estudio hemos mostrado que las actividades aminopeptidasas
modificadas en la glandula adrenal, han sido las angiotensinasas responsables de la
transformacion de Ang III a Ang IV. Ambas actividades sufrieron un descenso
significativo. La modificacion de ambas actividades supone, por tanto, un metabolismo
lento hacia Ang IV, y un aumento en los niveles de Ang III.

Aunque siempre se ha considerado que el principal inductor de la liberacion de
aldosterona es la Ang II, se ha observado en rata que la Ang III induce niveles de
secrecion de aldosterona similares a los que produce la Ang II, pero que posee escasa
actividad vasopresora. Se ha sugerido por tanto, que la Ang III sea la hormona especifica
de la secrecion de aldosterona (Hadley, 1997).

Ademads, y como venimos citando, el modelo de cancer de mama inducido por

NMU se caracterizaria por niveles elevados de esteroides sexuales. En glandula adrenal
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se han localizado receptores de estrogenos que podrian regular la densidad de receptores
ATl y con ello la liberacion de aldosterona inducida por Ang 11 / Ang III mediante un
mecanismo postranscripcional (Zheng et al., 2003). En este sentido, algunos autores
describen un efecto proliferativo tanto de la Ang Il como de la Ang IV sobre las células
adrenocorticales de rata (Pawlikowski et al., 2002) (Figura D.7.).

Ang IV

APN
APB
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Ang 111 ‘ LIBERACION ALDOSTERONA

1

Ang 11

Figura D.7. Sistema renina angiotensina en corteza adrenal.

Estudios clinicos recientes han demostrado que los inhibidores de la ECA
reducen, no solo el indice de mortalidad debido a enfermedades cardiovasculares, sino
también el indice de muertes relacionadas con tumores (Lever et al., 1998). Ya que el
crecimiento tumoral depende de la angiogénesis, inhibidores de esta enzima podrian
inhibir la angiogénesis y de esta forma retardar el crecimiento tumoral. Aunque existen
resultados contradictorios a este respecto, ya que la inhibiciéon de ECA no solo inhibiria
la sintesis de Ang II, sino que también provocaria un descenso en los niveles de
bradikinina (Warren y Loi, 1995). Esto a su vez, podria estimular la liberacion de 6xido
nitrico endotelial(Warren y Loi, 1995), lo cual podria promocionar la angiogénesis
(Fabre et al., 1999; Emanueli et al., 2001; Murohara ef al., 1998). Hemos de tener en
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cuenta que un sustrato potencial de la aminopeptidasa N es la bradikinina y en este
modelo de cancer de mama su actividad estd reducida significativamente.

En cuanto a la Ang IV, su accion estd mediada por el receptor AT4 o IRAP. Este
receptor se identificod por primera vez en glandula adrenal bovina, aunque se encuentra
ampliamente distribuido en el cerebro y 6rganos periféricos (Wright et al., 1995). En el
ensayo llevado a cabo por estos autores para determinar la actividad enzimatica OTasa
del receptor AT4, se utilizé como sustrato leucina-f3 naftilamida. Nuestros resultados en
este modelo experimental de cancer de mama muestran que la leucina aminopeptidasa
sufre un descenso significativo en su actividad. Es posible que esta disminucion esté
relacionada con el descenso en los niveles de Ang I'V. Por otro lado, el receptor AT4
presenta afinidad por otras angiotensinas, pero en menor grado, de tal forma, que ademas
de su sustrato especifico la Ang IV, la Ang III es sobre la que muestra mayor afinidad
(Harding et al., 1994). Asi, se abre la posibilidad de que la Ang III se uniera al receptor
ATA4.

Por otro lado, también han sido descritos receptores para mineralocorticoides en
mama sanay neoplasica, sugiriendo que podrian estar relacionados con la diferenciacion
ductal de carcinomas de mama (Sasano et al., 1997).

Otro de los productos de la corteza adrenal son los androgenos. Desde la altima
década del pasado siglo se estudia el papel de los androgenos adrenales en la etiologia
del cancer de mama. Mujeres que desarrollaron cancer mamario en afios anteriores al
inicio de la menopausia, tienden a mostrar niveles plasmaticos de andrégenos adrenales
inferiores a los normales, mientras que aquellas que desarrollaron esta enfermedad
durante la menopausia muestran niveles superiores a los normales. Los andrégenos, a
través de sus receptores, se oponen al crecimiento celular estimulado por estrogenos en
mujeres premenopaudsicas, mientras que en mujeres menopausicas los androgenos
adrenales estimulan el crecimiento (Adam et al., 1998).

Como sabemos, la inhibicion en la produccion de estrégenos proporciona una
terapia efectiva para pacientes con cancer de mama hormono dependiente. En pacientes
posmenopdusicas, la aromatizacion de los androgenos adrenales a estrogenos
proporciona el mantenimiento de los niveles de estradiol del tumor mamario (Masamura
et al., 1995).
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Autores como Breidert ef al. (1996) afirman que la secrecion, tanto de esteroides
adrenocorticales como de catecolaminas adrenomedulares, puede ser estimulada por la
Ang II. Esta angiotensina parece influenciar, no solo la funcion de la zona glomerulosa
sino la funcion de la glandula adrenal completa. En contraste, ningin aumento en los
glucocorticoides circulantes esta asociado con condiciones patoldgicas o experimentales

que supongan la activacion del SRA (Aguilera, 2003).

4.6.2. Médula Adrenal

Fue en la década de los 80 cuando Ang y Jenkins (1984) identificaron oxitocina
en la glandula adrenal de rata y humanos. Trabajos desarrollados por Gibbs ez al. (1986)
demostraron que las catecolaminas periféricas pueden estar involucradas en el control
de la secrecion de ACTH y, también sugiere, que la oxitocina puede tener importantes

funciones paracrinas en la regulacion de la secrecion de catecolaminas adrenales.

4.6.2.1. Sobre la actividad oxitocinasa

Posteriormente, estudios inmunohistoquimicos llevados a cabo en la glandula
adrenal de rata, hamster y vaca, han mostrado la presencia de OT tanto en la corteza
como en la médula adrenal. En la corteza la inmunoreactividad fue mas intensa en la
zona de la glomerulosa que la zona fasciculada o reticular. En médula, sin embargo, la
tincion de OT fue superior (Hawthorn et al., 1987).

Se sabe que los péptidos neurohipofisarios pueden tener una funcion reguladora
en la secrecion de catecolaminas adrenales (Ang y Jenkins, 1984). Asi, en rata se han
descrito grupos de células medulares positivas para OT y AVP, aunque no ha sido
posible asociar estos grupos celulares a grupos concretos de células cromafines. La
posibilidad de que la OT tenga un papel paracrino o autocrino en el funcionamiento de
la glandula adrenal es discutido (Hawthorn et al., 1987). Por otro lado, ha sido sugerido
un efecto proliferativo para la OT, ya que el nimero de células cromafines en la médula
adrenal incrementa en respuesta a la OT (Popovic ef al., 1996).

Actualmente, debido a la poca literatura existente respecto al papel de la OT en
la médula adrenal, no podemos hablar de una funcion concreta, ya que tampoco se han

descrito puntos de unidn para este nonapéptido en médula adrenal. En este sentido, se
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ha descrito que la administracion repetida de OT disminuye la liberacion de cortisol e
induce analgesia, aunque el lugar de actuacion de la OT no esta claro (Legros et al.,
2001).

ESTEROIDES GONADALES
Y ADRENALES

HORMONAS TIROIDEAS

ESTIMULO ACTIVIDAD SIMPATICO
ESTRESANTE ADRENAL

NIVELES PLASMATICOS
CATECOLAMINAS

Figura D.8. Efecto de un estimulo estresante y de las hormonas esteroideas y tiroideas sobre

la liberacion de catecolaminas adrenales.

Nuestros resultados muestran que la actividad oxitocinasa esta disminuida de
forma significativa, lo que reflejaria altos niveles de OT. Podriamos sugerir, por tanto,
que la OT y su enzima reguladora en la médula adrenal, estan involucradas en la
liberacién de catecolaminas, probablemente en respuesta a una situacion de estrés
(Figura D.8.). De hecho, se ha descrito que tras la administracion de OT en médula
adrenal, el contenido en adrenalina, noradrenalina y dopamina se incrementa, al igual
que el nimero de células cromafines y de su volumen total. El paralelismo entre los
cambios en el nimero de células cromafines y el contenido en catecolaminas sugiere un
efecto mitdtico de la OT (Plecas et al., 1989).
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4.6.2.2. Sobre la actividad encefalinasa

Las encefalinas también pueden localizarse en la médula adrenal. Sirva de
ejemplo como los transplantes de médula adrenal en el sistema nervioso central, sirven
como potenciales reservorios de péptidos opidceos y catecolaminas, ya que sus efectos
analgésicos son ttiles para el control del dolor cronico (Duplan et al., 2000). Estos
transplantes de médula adrenal reducen el dolor por sintesis y secrecion tanto de
catecolaminas como de encefalinas (Wang et al., 2000).

Asi, los estimulos estresantes producen frecuentemente una estimulacidon
neurogénica de la médula adrenal (Szalay y Stark, 1981). Las encefalinas se encuentran
almacenadas en los granulos de tejido adrenal cromafin, y resultan co-secretados en
respuesta a estimulos que inducen la liberacion de catecolaminas. En este sentido, la
denervacion de la glandula adrenal de rata, supone un aumento en las cantidades de
encefalinas presentes en la glandula (Hadley, 1997). Por otro lado, se ha sugerido que
las encefalinas libres podrian no ser los productos finales fisiologicamente importantes
derivados de las proencefalinas, sino que serian otros péptidos derivados los que
servirian como sustancias Unicas de regulacion fisioldgica (Hadley, 1997). Asi, se ha
sugerido, especificamente, que las encefalinas adrenomedulares contribuyen a la
disminucioén del dolor en situaciones graves de estrés con peligro de muerte del
individuo.

Por tanto, a la vista de la importancia de la médula adrenal en relacion al control
del dolor y la actividad del sistema inmune, la actividad de los enzimas proteoliticos
responsables de la degradacion de las encefalinas son de gran importancia. Estas
observaciones estarian de acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo respecto
a la enzima responsable de la degradacion de encefalinas. Dicha actividad se encuentra
disminuida en este modelo de cancer de mama, favoreciendo altos niveles de
encefalinas, las cuales podrian estar implicadas en el control de dolor en este modelo de

cancer de mama.
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4.7. OVARIO

El desarrollo de la glandula mamaria depende de la presencia de esteroides
ovaricos. Los estrogenos son criticos en el desarrollo de la glandula mamaria y también
son esenciales para determinar la respuesta tumorigénica con carcindgenos quimicos o

fisicos (Zwieten, 1984; Leclercq y Heuson, 1979).

La administracion de dosis superiores a las fisiologicas de estrogenos, inducen
un alto porcentaje de tumores mamarios en ratas, los cuales son predominantemente
adenocarcinomas (Young y Hallowes, 1973) mientras que bajas dosis administradas

durante periodos largos de tiempo inducen fibroadenomas (Geschickter, 1945).

4.7.1. Sobre las actividades angiotensinasas

El ovario es uno de los 6rganos en el que se ha descrito un SRA local. Entre los
receptores de angiotensinas, el receptor AT2 de la Ang II, se cree que puede jugar un
importante papel en la mediacion o modulacion de diferentes procesos intraovaricos

(Obermiiller et al., 1998), aunque también se han descrito receptores AT1.

Aunque el papel exacto de los receptores AT2 no ha sido totalmente elucidado,
investigaciones de otros grupos han relacionado al receptor AT2 con efectos que
conducen a acciones antiproliferativas (Stoll et al., 1995) y apoptosis (Yamada et al.,
1996).

En este sentido, los receptores AT2 unen Ang Il y Ang III con alta afinidad
(Pucell et al., 1991).

La unién de la Ang II puede desencadenar la neovascularizacion y secrecion de
progesterona caracteristica del proceso de formacion del cuerpo luteo (Stirling et al.,

1990), mientras que la accion de la Ang III actuaria, en el proceso de atrésia folicular.

Por otro lado, el aumento en las actividades angiotensinasas GluAP y AspAP,
se podria considerar un mecanismo de disminucion de la Ang Il local. Recordemos que
la Ang II es un factor promotor de la angiogénesis y estimula factores proangiogénicos

(Abali et al., 2002). La Ang I1, como hemos mencionada antes, induce la estimulacion
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de sus receptores AT1, por tanto, es posible que altos niveles de Ang II induzcan la
expresion de dichos receptores, a través de los cuales media su efecto angiogénico. Por
tanto, podriamos plantear la hipétesis de que el SRA ovarico reacciona acelerando el
metabolismo hacia Ang III, evitando un exceso en la expresion de receptores AT1 a los

que pueda unirse la Ang Iy Ang III, lo que facilitaria el desarrollo de la enfermedad.

4.7.2.Sobre la actividad oxitocinasa

El ovario ha sido descrito como 6rgano que contiene OT y puede ser un punto
local de produccion de OT (Ivell y Richter, 1984). En concreto, las células luteas
producen OT, aunque también pueden ser dianas de la accion de dicho nonapéptido. La
liberacion de progesteronay OT lutea ocurre en pulsos rigurosamente acoplados. /n vivo,
la OT y la prostaglandina PGF ,, estimulan la liberacion de progesterona y estradiol, y
el estradiol asi mismo, estimula la rapida liberacion de progesterona. Por tanto,
podriamos hablar de un circuito intraluteal que relaciona los efectos paracrinos del
estradiol, la OT y la PGF,, (Gimpl y Fahrenholz, 2001). Nuestros resultados muestran
un descenso de la actividad OTasa que implicaria un aumento de los niveles de OT, que
serian responsables de potenciar el efecto carcinogénico de los estrégenos ovarico. No
obstante, la produccion de OT en la fase lutea de mujeres premenopdusicas y mujeres
no lactantes pueden proteger contra altos indices de division celular mamaria mediante
el posible bloqueo de los efectos de los estrégenos. Por tanto el delicado equilibrio entre
las propiedades protectoras / tumorigénicas de la OT debe estar alterado como

consecuencia de la enfermedad.

4.7.3. Sobre la actividad pirrolidon carboxipeptidasa

En ovario, hemos observado un aumento en la actividad especifica Pcp soluble.
El descenso de la actividad Pcp hipotaldmica y sérica que hemos sugerido
anteriormente supondria un aumento en los niveles de GnRH y con ello, de hormonas
esteroideas circulantes, lo que favoreceria a su vez el desarrollo de la enfermedad. De

este modo, el aumento en la actividad Pcp ovarica implicaria niveles locales inferiores
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de GnRH, probablemente como un mecanismo de regulacion de las funciones locales

de la GnRH a nivel del ovario.

4.7.4. Sobre la actividad encefalinasa

En el modelo de cancer de mama presentado en el presente trabajo, postulamos
que los niveles de opiaceos se encuentran, en general aumentados porque la actividad
responsable de su degradacion muestra una actividad disminuida. Igual ocurre en ovario.
Como hemos descrito anteriormente, el aumento en los niveles de opidceos es un
mecanismo de respuesta al estrés. No obstante, los niveles de opidceos sufren
modificaciones dependiendo de la fase del ciclo estral , ya que las fluctuaciones de las
hormonas ovéaricas pueden modular sus niveles (Hulse ez al., 1984). Por tanto, el cancer
de mama también provoca una alteracion de las funciones de las encefalinas en la

regulacion de la fisiologia del ovario.

4.8. UTERO
4.8.1. Sobre las actividades angiotensinasas

A nivel uterino se ha descrito la presencia de un SRA local en ratas (Squires et
al., 1992). Estudios desarrollados por Pawlikowski et al, 1999, han intentado
determinar el papel del SRA en la proliferacion celular del epitelio uterino. Los
resultados obtenidos pusieron de manifiesto que la Ang IV induce un incremento en la
proliferacion celular del epitelio, y este efecto no es bloqueado por Losartan. Igualmente,
la Ang Il también induce un incremento en la proliferacion celular uterina. Por otro lado,
la mayor proporcion de angiotensina existente en tejido uterino es Ang III, pudiendo

igualmente estar involucrada en el metabolismo uterino (Naruse ef al., 1985).

En este sentido, han sido localizados receptores AT1 y AT2 en tejido vascular
uterino (Zwart et al., 1998). Autores como Abdalla et al. (2001) afirman que el receptor
AT?2 se une directamente al receptor AT1, antagonizando la funcidén vasopresora de la
Ang II. Es decir, modula las funciones de la Ang Il a través de la union al receptor AT1,

a través del cual ejerce la mayoria de sus funciones, como es bien sabido.
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Los resultados de nuestro estudio muestran solamente cambios en la actividad AspAP,
que incrementa en la fraccion soluble, favoreciendo unos niveles aumentados de Ang
II1. El cancer de mama provoca, también en ttero, la potenciacion de las funciones de
la Ang III, relacionadas, probablemente, con los procesos de vascularizacion y / o

proliferacion celular del epitelio uterino.

.00o0.
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Primera:

Segunda:

Tercera:

Cuarta:

El cancer de mama en ratas inducido por N-metil nitrosourea provoca la
modificacion de la actividad especifica de diversas enzimas proteoliticas
reguladoras de hormonas peptiticas con importantes funciones
autocrinas/paracrinas. Estas modificaciones se manifiestan no solo a
nivel de la mama, sino también en el suero y a nivel de diferentes

sistemas endocrinos.

En el suero, las modificaciones de las actividades angiotensinasas,
oxitocinasa, pirrolidén carboxipeptidasa y encefalinasa, en ratas con
cancer de mama inducido por N-metil nitrosourea, sugieren una
disminucioén de los niveles de angiotensina II, oxitocina y encefalinas, y
un aumento de los niveles de Ang IV y GnRH con la enfermedad.
Ademas, el hecho de que el receptor AT4 para la Ang IV muestre
actividad oxitocinasa, sugiere la existencia de una conexidn entre un
sistema renina-angiotensina local a nivel de mama y el sistema
oxitocina-receptores de oxitocina-oxitocinasa, que estaria implicado en
el desarrollo y progresion del cancer de mama, de forma, ademas,

dependiente de estrogenos.

A nivel local de la mama, las modificaciones de las actividades
angiotensinasas, pirrolidon carboxipeptidasa y encefalinasa, en ratas con
cancer de mama inducido por N-metil-nitrosourea, sugieren un aumento
de los niveles de angiotensina III y encefalinas, y la rapida degradacion
de los elevados niveles de GnRH circulante, que estarian implicados en

los procesos de promocion y/o progresion de la enfermedad.

A nivel del eje hipotalamo-hipofisis, las modificaciones de las
actividades angiotensinasas, oxitocinasa, pirrolidon carboxipeptidasa y

encefalinasa en ratas con cancer de mama inducido por N-metil

— 237 —



Aminopeptidasas Séricas y Tisulares en un Modelo.../M?® peL PiLaR CARRERA GONZALEZ

Quinta:

Sexta:

Seéptima:

nitrosourea, sugieren la existencia de alteraciones en distinta direccion
de los niveles de angiotensinas, oxitocina, GnRH y encefalinas, que
pueden ser responsables de alterar los mecanismos de regulacion de la
secrecion hipofisaria de distintas hormonas con importantes funciones
en los procesos de promocion y/o progresion del cancer de mama,
encontrandose alterada la funcion de las glandulas endocrinas a las que

regulan, como son el tiroides, las glandulas adrenales o las goénadas.

A nivel de la glandula pineal, las modificaciones de las actividades
angiotensinasas y oxitocinasa en ratas con cancer de mama inducido por
N-metil nitrosourea, sugieren un aumento en los niveles de angiotensina
IT y una disminuciéon de los niveles de oxitocina, que podrian ser
responsables de una mayor produccioén de melatonina, lo que soportaria
un mecanismo de defensa para evitar la promocion y/o progresion del

cancer de mama.

La patogénesis del cancer de mama en rata, estudiada utilizando un
modelo de induccién de tumores por la administracion de N-metil-
nitrosourea, implica a un gran nimero de sistemas hormonales tanto
endocrinos como autocrinos y paracrinos, que modifican la fisiologia del
organismo en distinta direccion, siendo sus efectos mas visibles la

aparicion de los tumores de mama.

La induccidn de tumores de mama en rata mediante la administracion de
N-metil nitrosourea es un método adecuado para el estudio del papel de
los enzimas proteoliticos reguladores como marcadores biologicos de la
enfermedad, y del papel de las hormonas peptidicas a las que regulan, en

la promocion y progresion del cancer de mama.
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