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El cáncer es reconocido como una patología de la proliferación celular que se ca

racteriza por la pérdida de los controles que mantienen la organización celular de los

tejidos. El reconocimiento de los mecanismos por los cuáles las células malignas origi

nadas dentro de un tejido normal consiguen crecer, producir el tumor y luego metastati

zar en otros sitios del cuerpo, es quizás el objetivo mas importante en la investigación

del cáncer. Apesar de los importantes avances en técnicas quirúrgicas y el desarrollo

de terapias adyuvantes muyagreslvas para el tratamiento de las neoplasias primarias,

es muy relativo el éxito alcanzado, especialmente en tumores sólidos.

Profundas investigaciones realizadas en los últimos años en diferentes laboratorios

de todo el mundo han acercado nueva información acerca de los eventos básicos en la pa

togénesis de la enfermedad y la posible identidad de las células del tumor respemablcc

de su crecimiento. Estas estudias estarían abriendo serias dudas acerca del diseño de

protocolos terapéuticos usados en estos momentos para la erradicación definitiva de la

neoplasia. El uso correcto y alternativo de drogas antineoplósicas, así como sus efectos

adversos, pasa necesariamente por el conocimiento de la dinámica celular, tanto de los

tejidos a vulnerar por el tratamiento, como de los tejidos normales del huésped. Desa

fortunadamente, el actual nivel de comprensión científica de la biología del cáncer y es

pecificamente del cáncer de mama humano, por lo menos en lo que respecta al trata

miento terapéutico, no permite una racionalización acerca del uso de drogas, su combi

nación, secuencia, dosis y efectos adversos. Comofue ya mencionado por otros auto

res, la historia de la investigación en este área del cáncer de mama humano podría ser

descripto como racionalmente empírica (l ).

Dentro de la investigación biológica del cancer es posible sugerir una serie de obje

tivos primordiales que se encuentran interrelacionados entre sí y que son los siguientes:

a. estudio de los mecanismos primarios de la oncogénesis.
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b. comprensión de la dinamica del crecimiento tumoral y de la interrelación entre los

diferentes componentes celulares del tumor.

c. búsqueda de marcadores que permitan la individualizaciónde las células responsa

bles de la proliferación tumoral para intentar racionalizar los tratamientos terapéu

ticos.

Este trabajo de tesis intenta ser un aporte a los items a y b en el estudio del cancer

de mama humano, con una aproximación final al item c.



INTRODUCC l OH

I. Heterogeneidad celular en tumores humanos

El término "progresión neoplósica" fue utilizado por Foulds para describir cambios

temporales en las característicos biológicas de las células tumorales (2). Este proceso

biológico gue permite a la célula maligna adquirir la capacidad de invadir el tejido adya

cente y metastatizar se manifiesta a través de una tendencia de parte de la población

neoplasica a incrementar su capacidad proliferativa, evidenciando una mayor indepen

dencia de los mecanismos que regulan la proliferación celular. Unode los primeros

ejemplos descriptos al respecto es el proceso mediante el cual un tumor hormona-de

pendiente, deja de responder al efecto hormonal durante la progresión del tumor (3).

Enlíneas generales se cree que a medida que el tumor progresa, se evidencia un

aumento de la "malignidad" que generalmente va acompañado de una pérdida de la capaci

dad de diferenciación. Debidoa que estos cambios progresivos en el fenotipo tumoral

ocurren en forma paulatina y no en todas las células en forma simultanea, es dable su

poner oue la progresión neoplasica traeró aparejada una gran heterogeneidad celular en

un tumor en el momento del diagnóstico clínico (2,4). Hasta comienzos de la década del

7Dlos parametros acerca de la proliferación celular se basaron en estudios cinéticos del

total de la población de células tumorales (5). El concepto de que solamente una parte

de las células de un tumor posee capacidad proliferativa, recien pudo ser confirmado con

el advenimiento de técnicas de detección como la autorradiografía (5) y la mas reciente

de los ensayos de clonogenicidad (7.8).



1.a. I_m_olicanciasen el estudio de la biología del cáncer

Algunos tejidos contienen células que se dividen a lo largo de toda la vida dando ori

gen a células diferenciadas y células similares a si mismas. Estas células son las célu

las stem. Entejidos con capacidad de autorrenovación como el epitelio seminifero {9),

el intestino delgada (9), la médula ósea (9,10), etc., las células stem han sido identifi

cadas con bastante precisión.

Enestos tejidos las células funcionalmente diferenciadas se pierden y son reempla

zadas por la proliferación de células mas primitivas (12). El concepto de célula

"stem" en la dinamica histológica de los tejidos normales se refiere a aquellas células

mas primitivas dentro de un tejido. Estas pueden dar origen tanto a células que llegan a

la diferenciación funcional compensando pérdidas fisiológicas, así como mantener cons

tante su propia población de células stem (lO). La producción de una gran familia de

células descendientes diferenciadas es un proceso denominado "expansión clonal" , de

crece con la edad y es muy baja en adultos, mientras que la división para producir nue

vas células stem se denomina "capacidad de autorrenovación" y es la propiedad que de

fine a una célula stem*

LD. Subpoblacionescelulares.

Dentro de una jerarquía celular, las células exhiben propiedades que van cambiando

en forma unidireccional, llevando siempre a un incremento de las funciones relacionadas

* La palabra "stem" lIprogenitora,madre}, si bien posee raíz inglesa, ha sido tan

ampliamente incorporada en la terminología científica actual que será utilizada sin

traducmón en el presente trabajo.
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A ambos extremos de la jeraquia celular se encuentran, por una parte las celulas

stem con el maximo potencial proliferativo v en condiciones de dar origen a toda la des

cendencia celular y en el otro extremo las celulas diferenciadas y terminales sin ningu

na capacidad proliferativa. El segmento de celulas transicionales mantendra una deter

minada capacidad proliferativa de acuerdo a su posición relativa con respecto a las celu

las stem v a las diferenciadas (13 ).

Por lo tanto en tejidos normales en renovación existirían tres grandes categorias de

celulas en el total de la población: células diferenciadas (finales) no proliferantes; ce

lulas en vías de diferenciación (transicionales) con limitada capacidad proliferativa.

Estas dos subpoblaciones dominan numéricamente a la tercera subpoblación de celulas

proliferantes (stem) con capacidad de autorrenovación (14).

Unejemplo de tejido normal en el cual se demostro la presencia de las diferentes

subpoblaciones es el epitelio seminifero, donde las células stem corresponden a las es

permatogonias de tipo A; las celulas transicionales incluyen a las espermatogonias de

tipo B, los espermatocitos v los espermátides, mientras que las celulas finales son los

espermatozoides (9 ).

Estudios de Leblond y Chengdemostraron la presencia de las tres subpoblaciones en

intestino de ratón. Se observó que las células columnares de las bases de las criptas en

el epitelio del duodeno y del yevuno son las únicas capaces de dividirse manteniendo su

propia fuente de células. Asimismo pueden dar orígen a cuatro tipos de celulas transi

cionales, que a su vez poseen la capacidad de dividirse tres veces mas hasta que se dife

rencian en células maduras v totalmente diferenciadas. Estas últimas se localizan en la

parte superior de las criptas (9).

Las caracteristicas ultraestructurales de las células stem del epitelio seminifero v

del intestino son bastante similares, ya que ambas poseen un tamaño intermedio, cro

matina difusa, falta de organelos y abundantes ribosomas libres (9).

La definida localización de las células stem en el epitelio seminifero a lo largo de la

membrana limitante, así como de las células stem de intestino en la base de las criptas,

permitió su estudio por técnicas de autorradiografia. Por el contrario, la identificación



de las células stem en médula ósea necesitó del desarrollo de tecnicas de cultivo de cé

lulas en agar semisólido o de la formación de colonias en el bazo de ratón. Till y

McCullochen una reciente revisión definen a la célula stem hematopoyética como pluripo

tencia], capaz de autorrenovarse y de dar orígen tanto a la serie mieloide, como a la

linfoide . Cadaserie posee a su vez células primitivas capaces de responder a estímulos

externos (por ejemplo eritropoyetina en la línea eritrocitica) y de dar colonias con cé

lulas que expresan marcadores de diferenciación (12) .

Más aún, estudios genéticos de un solo clon de celulas demostro que estos pueden

contener elementos relacionados con la eritropoyesis, granulopoyesis y megacariocito

poyesis, lo que demostró inequívocamente que las células stem eran pluripotenciales

(15 ).

A pesar de que la existencia de células stem en médula ósea es actualmente muy

clara, su participación diaria en el sistema hematopoyético no lo es tanto, pues podrían

funcionar solo como reserva en casos de emergencia. Por ejemplo Lahiri y VanPutten

demostraron que una gran parte de las células stem hematopoyéticas que se encuentran

quiescentes en ratón, pueden ser inducidas a entrar en ciclo en un lapso de lÜ minutos,

luego de una exposición del ratón a 100rad (IB). Unarespuesta regenerativa similar fue

descripta en la mucosa intestinal y en la epidermis (ll ).

Lc. La organización celular del tejido tumoral

Los tumores humanos se desarrollan en tejidos que normalmente (o condicional

mente) proliferan por mecanismos de autorrenovacion. Llama la atencion el hecho que

los tumores son específicos de cada tejido, es decir, el tumor de mama humano puede

ser identificado como tal ya que remeda el tejido mamario del cual se origina e incluso

los tumores expresan marcadores específicos del tejido de orígen (factor próstatico es

pecífico, factor pancreático específico, caseína, lactalbúmina, BHCG,etc. ). Por lo tan



to es posible suponer que el orígen de los tumores residiría en una célula o grupo de cé

lulas determinada a diferenciarse pero que posee capacidad proliferativa {13).

Sobre la base de este enfoque, se han propuesto durante los últimos años dos teo

rías generales acerca del orígen de los tumores. La primera de ellas, aceptada durante

muchos años, sugería que un evento carcinogénico producido en una célula diferenciada

podría inducir a ésta a proliferar, incluso en condiciones en las cuales retendria su ca

pacidad de diferenciación de acuerdo a su función tisular. Deacuerdo a este modelo se

produciría un proceso de desdiferenciación celular (1?).

Unasegunda teoria general sugiere que la neoplasia se originaria en un evento car

cinogénico a nivel de las células stem del tejido en cuestión. El potencial proliferativo v

la capacidad de diferenciación de esta subpoblación de células, evita tener que proponer

un mecanismo de desdiferenciación. Sin embargo, es necesario proponer que el evento

carcinogénico antes referido, deberia producir una pérdida de los controles naturales

que rigen los mecanismos por los cuales una célula stem puede optar por autorrenovarse

o en su defecto entrar en un proceso que lleve a su diferenciación. La capacidad de la

neoplasia de organizar una estructura diferenciada que remede el tejido en el cual se

originó, dependerá del grado de alteración producido en las células stem debido al even

to carcinogénico antes mencionado (l? ).

Desde el punto de vista matematica de la estadistica de poblaciones, un sistema de

autorrenovación puede ser descripto de esta manera: La célula stem puede dividirse

produciendo dos células stem hijas (autorrenovación) o dos células hijas no stem que se

diferenciarón. La probabilidad del proceso de autorrenovación (P.A.R) es p, mientras

que la probabilidad de entrar en diferenciación es: q= l-P.A.R. (p); (18).

Por cuestiones de equilibrio fisiológico, se requiere que en un tejido adulto el núme

ro de células stem sea constante. La proliferación de las células stem en tejidos norma

les debe ocurrir solo para proveer al tejido de nuevas células diferenciadas v funciona

les para compensar las pérdidas fisiológicas, manteniendo al mismo tiempo constante su

propio número. Teóricamente, el mantenimiento de un número constante de celulas stem

se podria conseguir por medio de una división asimétrica que produzca una célula stem y



una diferenciada; sin embargo, la mayor parte de las evidencias en tejidos normales su

gieren que la división de las células stem es simetrica, produciendo dos células stem hi

jas o en su defecto dos celulas que iran hacia la diferenciación (9,1. Deaqui que cuando

la pérdida de células es balanceada por una produccion similar, estaremos ante un equi

librio fisiológico y P.A.R. sera un número cercano a 0.5. Esto se ejemplifica en la figu

ra 2.
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La progenie no stem posee una capacidad proliferativa limitada que ira decreciendo con el

aumento de la diferenciación (13,18).

El modelo del orígen clonal del cancer a partir de las células stem sugiere que

cuando un cambio hereditario e irreversible confiere a la célula stem una probabilidad de

autorrenovación P. A.R. >0.5, se producirá una expansión clonal de las células stem y

estaríamos frente a lo que se denomina neoplasia (13). Segúneste modelo, la célula
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stem transformada seguira produciendo su progenie diferenciada aunque en menor pro

porción que en el tejido normal (Fig. 2).

Enalgunos tumores transplantables, asi como en la mavoria de las líneas celulares

propagadas in vitro, P.A.R. es un valor muv cercano a 1,0 v todas las celulas presentes

son células stem. Para todos los valores intermedias entre 0,5 y 1,0, la neoplasia con

tendra también células no stem. Esta es seguramente la situación en los tumores huma

nos (l l ).

La organización de los tejidos normales de autorrenovación tiene importantes impli

cancias en lo que respecta a las células que se encuentran ciclando. Evidencias obteni

das a partir de tejidos hematopoyéticos humanos v murinos y de la producción de celulas

en la mucosa intestinal, sugieren que la pequeña proporción de células stem efectivas en

un tejido normal de autorrenovación se encuentra quiescente en el estadio denominado

Go, mientras que la mayoría de las células que se encuentran ciclando son las denomi

nadas transicionales (12). Debidoa que las evidencias experimentales sugieren que los

tumores humanos serían "caricaturas" del proceso de renovación celular de su tejido

normal equivalente (20), la diferencia más importante entre ambos radicaría en que en

el tumor el segmento de células stem se encontraría en un proceso de expansión incon

trolable, con la mayor parte de éstas proliferando.

Existen evidencias que en conjunto favorecen el modelo que toma a la células stem

como el origen de ciertos tumores humanos:

I. La mayor parte de los diagnósticos 'histopatológicos se basan en la diferenciación

celular específica de cada tejido; es decir, la expresion mas diferenciada de los tumores

sólidos remeda el tejido en el cual se originó.

2. Diversos trabajos, incluso de nuestro laboratorio, demuestran que existe una co

rrelacion inversa entre el grado de diferenciación tumoral y el indice mitótico o el indice

de captación de timidina (21, 22).

3. La experiencia clínica con radioterapia sugiere que la remisión de un tumor se ob

tiene por la muerte de una pequeña proporción de células.



H

4. En los ensayos clonogénicos, el número de colonias a partir de suspensiones unice

lulares se encuentra generalmente en el rango de Ü.001?.- 1.0 “f.del total de células

plaqueadas (24).

S. Enestudios hematológicos se han encontrado marcadores de clones, como el cro

mosoma Filadelfia (25) o las isoenzimas de glucosa - 6 - fosfato deshidr-ogenasa

(25,2”, en múltiples linajes celulares, indicandoun único origen para todos los lina

jes: una célula stem totipotencial.

Estudios realizados en leucemia mieloblastica aguda demostraron que los mielo

blastos obtenidos a partir de sangre periférica de pacientes, forman colonias en cultivo

en medios condicionados por leucocitos en presencia de PHA(28). Sin embargo, no todas

las células que conforman estas colonias son funcionalmente similares, va que solo una

minoría pueden volver a formar colonias luego de un nuevo repique, mientras que la ma

voría ha perdido su capacidad proliferativa (29 ). Esto indica que la progenie de los

mieloblastos puede autorrenovarse, o bien alternativamente, entrar en una serie de di

visiones terminales durante las cuales pierde su potencial proliferativo.

Estos estudios fueron luego de gran utilidad en el estudio de neoplasias humanas so

lidas. Los diferentes estudios han demostrado la presencia de una pequeña subpoblación

de células stem (usualmente <2-3?!del total de células) acompañadas de una mayoría

de células con capacidad proliferativa limitada v que expresan marcadores de diferencia

ción. Por lo tanto es posible afirmar que las células que componen un tumor son hetero

géneas en lo que respecta a su potencial proliferativo v a su diferenciación celular, en

funcion de la posicion relativa que tengan dentro de la jerarquía de renovacion celular

(13). A pesar de que el orígen de los tumores parece ser claramente monoclonal, su

propia inestabilidad genética hace que aparezcan nuevas lineas stem discretas, algunas

de las cuales puedenposeer claras ventajas proliferativas sobre el resto de las lineas v

predominaran en el tumor (4). Es decir que la gran heterogeniedad celular se vera in

crementada por la probable aparición de nuevas líneas, entre ellas las resistentes a las

diferentes drogas.



I.d. Técnicas de detección de céïulas stem

La presencia de celulas stem en una población en renovación es facilmente detecta

ble por autorradiografía, luego de la administración de timidina radioactiva in vitro o in

vivo. '

Comose sabe este método pone de manifiesto el grupo de celulas que se encuentran

en la fase S del ciclo celular (Fig.3).

Figura 3. Regresemaczóh esguemáhba de! cido cefufar. ó“;_|--5:?3m ¡a3 fases de ¡hier
rwa entre Srlsz'hleszlsde ¿zi/.4J y M (¡97230313J69 es ¿mesïadfb de repasa.



El porcentaje de celulas marcadas con radioactividad sobre el total de celulas se deno

mina "índice de marcación con timidina" (T. L. l.: thvmidine labelling index) que como el

índice mitótico esta relacionado con la proliferación tumoral (30).

Por lógicas consideraciones de tipo ético, es muv poco lo que se ha hecho in vivo en

tumores humanos. Sin embargo cuando se hicieron comparaciones entre los índices de

marcación estimados in vitro e in vivo en tejidos animales, la correlación que se encon

tró fue muy buena (31 ). En líneas generales se ha podido observar que el T.L. I. corre

laciona directamente con la agresividad de la neoplasia (30). Steel publicó un resumen

de 705 mediciones de T.L. l. en tumores humanos (31 ) v observó que no existía gran

coincidencia entre las diferentes series; mientras algunos grupos mostraban un T.L. l.

promedio de alrededor del 13?., existían otros trabajos donde este promedio no superaba

el 3'21. Esta discordancia obedecía a las diferencias en el tiempo de duplicación real de

los tumores; mientras en los sarcomas este depende exclusivamente de la fracción de

crecimiento del tumor, en carcinomas es función especialmente de la pérdida de celulas

durante el proceso de crecimiento v expansión del tumor. Denekampsugirió que esto se

debía a que los carcinomas proliferan mediante los mecanismos de autorrenovación, por

lo que poseen normalmente un alto "turnover" celular v por ende un alto porcentaje de

pérdida de células (32).

Trabajos posteriores de Kusama v col. {33) v Silvestrini v col. (34), confirmaron

que la pérdida de células en los carcinomas esta en el orden del 901.

Unode los grupos con mavor experiencia en el estudio de los índices de prolifera

ción de las neoplasias demostró en una reciente revisión, que el T.L. I. fluctúa entre

0.13’.en carcinoma de tiroides, hasta 45. 8?:v 65?.en linfomas malignos de tipo histiociti

co v tumores de células germinales respectivamente (30 ). Encancer de mama humano

el T.L. I. (de 282 casos estudiados) fluctuó entre 0.0531v 35.631 v correlacionó con el

grado de agresividad; una correlación similar se encontró cuando se comparó el T.L. I.

con la fracción de células en fase S calculada por citometría de flujo (35 i. Se demostró



¡4

asimismo que tanto el T.L. l. como la fracción S están inversamente relacionadas con la

presencia de receptores estrogénicos (30, 36).

Delos datos expuestos hasta aquí es posible afirmar los siguiente con respecto al

índice de captación de timidina:

a. los diferentes valores de T.L. l. demuestran que existe una gran variabilidad intertu

moral en el número de células ciclando.

b. los tumores de crecimiento rápido y mas agresivos poseen los valores mas altos de

T.L.I.

La confirmación de estos resultados que indicaban que solo un pequeño porcentaje de

células posee capacidad proliferativa, se obtuvo utilizando técnicas de cultivo en agar

que fueron adaptadas de los estudios realizados en tejidos hematopoyéticos. Esta tecnica

denominada "ensayo de clonogenicidad", consiste en el crecimiento de colonias en una

doble capa de agar semisólido a partir de células obtenidas de un tumor primario (por

digestión enzimática o mecánica) ó a partir de derrames pleurales o ascíticos.

Hamburger y Salmon fueron los primeros en reportar el uso en gran escala de técnicas

de cultivo en agar semisólido para cuantificar las células clonogénicas en tumores epite

liales (37). Enunrtrabajo inicial demostraron que el porcentaje de colonias (eficiencia

clonogénica) obtenidas a partir de células de líquido ascítico de carcinoma de ovario os

ciló entre Ü.02'21y 0.167..

Trabajos posteriores permitieron clonar mielomas (38), melanomas (39), adeno

carcinomas de vejiga (40) y cólon (41 ), etc. Untrabajo de Benard y col. mostro que en

13 adenocarcinomas primarios de ovario, 15 de mama y 5 melanomas, la eficiencia clo

nogénica fue de 0.001- |.Ü'/., OJOS-0.17. y 0.003-0. 1?. respectivamente (42). Esta

serie de resultados confirmó que sólo un pequeño porcentaje de células del total del tu

mor puede crignnar su propia descendencia produciendo una colonia.
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Existe el convencimiento de que las células clonogénicas in vitro pueden ser simila

res a las potenciales células stem in vivo. Sinembargo resulta conveniente seguir deno

minandocélulas clonogénicas a las que crecen in vitro y células stem a las responsables

del crecimiento tumoral in vivo. Por ejemplo, un reciente trabajo de Karp v col. demos

tró en mieloma múltiple humano, que la fracción de células stem que se encuentran en Go

no entran en división cuando se las cultiva en agar semisólido, sino en respuesta a deter

minados factores de crecimiento (43).

Los trabajos presentados sobre el tema estarían sugiriendo que el orígen clonal a

partir de las células stem es aplicable a los tumores. Eneste sentido se ha propuesto

que la subpoblación de células stem son las responsables de:

a. el crecimiento del tumor primario.

b. repoblar un tumor luego de un tratamiento.

c. diseminar el tumor produciendo metástasis.

II. Receptores estrogénicos

II.a Estudios en cancer de mama: relación con la evolución clínica

El cancer de mama posee un rol preponderante en la morbilidad v mortalidad huma

na, llegando al 187:de todos los cánceres detectados (44 ). Es la enfermedad maligna

mas frecuente en las mujeres, siendo causa de muerte en aproximadamente 20 de cada

IÜÜ.000 mujeres (44, 45 ).

Desde hace mucho tiempo se tenía conocimiento de que diferentes manipulaciones

endocrinas como ovariectomía, adrenalectomía, hipofisectomía, administración de an

tiestrógenos o dosis farmacológicas de estrógenos producían regresiones en ciertos ca

sos de cancer mamario humano (46 ).
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Sinembargo recién en i966 fue descripta la presencia de un receptor estrogénico en

útero de rata por Gorski y Tate (47). Estos receptores poseen una gran especificidad de

unión con alta afinidad por hormonas estrogénicas. La unión hormona-receptor induce

una unión posterior a un "aceptor" de la cromatina que es en definitiva lo que conduce a la

expresion característica de esta hormona en particular (48).

Fueron Jensen y col. quienes propusieron en 196?que la presencia de receptores

específicos de unión de estrógenos en cóncer de mama humano, podria indicar si el tu

mor podría responder a algún tipo de terapia endocrina (49). Trabajos de uno de los gru

pos más importantes en el tema como el de W. C. McGuire, demostraron que aproxima

damente un 7'07.de los pacientes con cáncer de mama humano pueden ser definidos como

receptor estrogénico positivos (RE+); sin embargo sólo un 607.de éstos responden a algún

tipo de terapia endocrina. Del30?.de pacientes con tumores receptor estrogénico negati

vos (RE-) alrededor del 10'}.responde a la terapia endocrina (51 ). En un trabajo de

revisión del grupo de E. Jensen, se observó que 53/73 casos con alto contenido de RE

dieron remisiones objetivas, mientras que sólo SNOBcasos con RE- mostraron res

puesta a la terapia endocrino (52). Mientras que la respuesta positiva de un tumor RE+a

la terapia endocrina es ciertamente comprensible, no lo es tanto la de tumores RE-.

Unade las posibles razones es que la técnica que se utiliza corrientemente permite de

tectar solo receptores libres de hormonas; posiblemente la respuesta de tumores RE

corresponda a falsos negativos, donde simplemente los receptores no pueden ser detec

tados ya que se encuentran ocupados por hormona circulante.

El hecho de que no todos los tumores RE+responden a la terapia indicaria algún tipo

de defecto posterior a la unión hormona-receptor. Debidoa que la síntesis del receptor

de progesterona en útero está controlada por los estrógenos (53,52) se especuló con que

la presencia de receptores de progesterona en tumores de mama humanoestaria demos

trando la presencia de receptores estrogénicos funcionalmente activos. Estudios rea

lizados con la línea de carcinoma de mama MCP-7demostraron que efectivamente la sin

tesis del receptor progestínico estaría regulada por la unión del estrógeno al RE(55).

Trabajos posteriores realizados por diferentes grupos determinaron que aquellos tumo
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res que no contienenreceptores estrogénicos raramente poseen receptores de progeste

rona; por otra parte alrededor de un 757.de los tumores RE+ contenían receptores de

progesterona positivos (RPg+). Sin embargo sólo entre el mit-80?. de los pacientes

RE+1RPg+responden a algún tipo de terapia endocrino, mientras que un 30'}.de los pa

cientes REHRPg- también responden a este tipo de terapia (51,56,57,58).

Deestos resultados resulta evidente que aunque la presencia de RPgasociada a la de

REfue un indicio importante de una probable respuesta positiva a la terapia endocrino,

esta correlación no fue total.

ILD. Coexistencia de diferentes subpoblaciones celulares en cáncer de mama humano.

Comohe mencionado durante esta introducción, las células stem deben ser el blanco

de todo tipo de terapia que tenga por objeto el control del tumor. Las células stem dife

rirón de su progenie en la capacidad proliferativa y en el grado de diferenciación. Estas

diferencias pueden ser muy importantes para la determinación de la sensibilidad relativa

al tratamiento.

Los estudios clínicos previamente mencionados indican que aproximadamente un 40?.

del total de los pacientes con cóncer de mama responden a la terapia endocrino. La ma

vor parte de estos pertenencen al grupo de pacientes RE+RPg+.Sin embargo uno de los

hechos mas relevantes que se observa es que la respuesta del paciente a este tipo de

tratamiento es solo parcial; es por eso que la efectividad del tratamiento luego de una

recidiva o recurrencia se calcula según el "tiempo libre de enfermedad" v no según la cu

ración (65).

Untrabajo reciente muestra que el 100?.de los pacientes con tumores avanzados

{RE+)que en principio respondieron a la terapia hormonal dejaron de hacerlo a medida

que transcurrió el tiempo, produciéndose un agravamiento de la enfermedad en un lapso

no mayor de seis años (66).



El mecanismo biológico por el cual un tumor que posee receptores no responde o de

ja de responder en forma progresiva a la terapia hormonal permanece poco claro. Mien

tras que en tumores murinos experimentales con altos niveles de receptores (6?) se de

tectó la paulatina aparición de células con bajo contenido de receptores o de poblaciones

que a igual nivel de receptores tenían un cariotipo diferente (68), en cancer de mama

humanoexisten pocos datos al respecto. La detección de receptores estrogénicos bioló

gicamente inactivos en úteros de pacientes postmenopaúsicos podría servir como ejemplo

de un mecanismo similar en carcinoma de mama (69).

Unode los aspectos poco estudiado era la distribución de receptores en la población

total de células que componen un tumor. Los valores de REque se obtienen por el ensayo

bioquímico no permiten determinar la posible heterogeneidad de expresión de REentre

las diferentes células. Estos estudios comenzaron a tomar una gran importancia a partir

de la posibilidad de que la falta de respuesta total a una terapia hormonal estuviera rela

cionada con la heterogeneidad celular en lo que hace a la expresión de RE.

Los primeros estudios realizados para detectar esta posible heterogeneidad se lle

varon a cabo usando estrógenos fluorescentes o anticuerpos anti-estradiol conjugados

con fluoresceína. Por estos métodos se demostró de hecho que la mayoria de los carci

nomas mamarios humanos contienen una población heterogénea de células RE+v RE, va

riando su proporción en los diferentes tumores (70,?1 ). Se observó ademas que existían

diferentes intensidades entre las diversas células RE+,lo que evidenciaba diferencias

cuantitativas entre las células de un mismo tumor.

Estudios posteriores demostraron que este tipo de técnicas no estarian determinan

do la presencia de RE, sino algún tipo de unión inespecífica del estradiol (72,?3).

Es así que con el correr de los años se desarrollaron técnicas mas especificas para

determinar la heterogeneidad de expresión de RE, utilizando anticuerpos policlonales

(74) autorradiografía (75) y muy recientemente anticuerpos monoclonales (76,77). Es

tas técnicas que han demostrado ser altamente específicas confirman las evidencias pre

vias acerca de la gran heterogeneidad celular en lo que concierne a la expresion de RE

que los tumores que son designados RE+por los métodos convencionales, pueden conte
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ner un porcentaje determinado de células RE-. Si la terapia hormonal actúa solo sobre

las células REt, habrá un segmento de células RE-que no responderá a este tipo de tra

tamiento.

Comohemos visto anteriormente, la transformación maligna resulta en una pobla

ción heterogénea con la coexistencia de diferentes subpoblaciones celulares; la de celu

las stem (indiferenciadas ), finales (totalmente diferenciadas) y un tercer grupo en es

tadios intermedios de diferenciación. La pregunta que surge inmediatamente es cual de

estas poblaciones expresa receptores estrogénicos; comoveremos más adelante, la res

puesta a esta pregunta es de crucial importancia en la comprensión de los mecanismos de

proliferación tumoral y la posible respuesta tumoral al tratamiento.

II.c. Relaciónentre la presencia de receptores estrogénicos,potencial proliferativo x

diferenciación tumoral

Los patrones de diferenciación del epitelio mamario hacia células ductales, alveola

res o productoras de leche son muy complejos y han sido muy poco estudiados (59 ).

Sin embargo resulta evidente que estos cambios son influidos por hormonas estrogénicas

siendo la acción de estas últimas dependiente de la presencia de las proteínas especíXX

cas de unión. Encáncer de mama humano está ampliamente demostrado que la presen

cia de estos receptores estrogénicos está particularmente asociada con tumores mas di

ferenciados (60,61 ).

En especial se puede citar un trabajo cooperativo donde se demostró que todos los

tumores con grado histológico o nuclear l (mejor diferenciados) fueron RE+;98?.de los

tumores RE- fueron de grado histológico 3 y 78.47. de grado nuclear 3 (pobremente dife

renciados) (3l ).

Trabajos posteriores demostraron que la presencia de receptores estrogenicos es

ta asociada con bajos índices de proliferación. Enun análisis de la cinética de creci
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miento de 199casos, Silvestrini v col. (B3) sugirieron la existencia de tres grupos con

cinéticas diferentes: a) un grupo de pacientes postmenopóusicos con baja proliferación

(bajo T.L. l. ) v alto contenido de RE; b) un segundo grupo con valores de T.L. l. interme

dios que incluyen pacientes premenopóusicos RE+v postmenopausicos RE- ; c) un tercer

grupo de tumores altamente proliferantes de pacientes premenospóusicos RE-. .J. Meyer

v col. demostraron que todos los tumores con bajos T.L. I. contienen RE. Un80?.de los

tumores con T.L. l. intermedio poseen receptores, mientras que solo el 30?.de los tumo

res con valores elevados de T.L. l. poseen RE(2| ). Enotro trabajo se demostro que so

lo un 28 Y.de los pacientes son RE+en tumores con muy altos índices de proliferación,

mientras que este procentaje llega al 83?.en los pacientes con bajos indices (22). Estos

resultados fueron confirmados utilizando citometría de flujo para medir la distribución

de DNA. Tumores con DNAdiploide o cercano a la diploidía son en general RE+;mientras

que aquellos tumores triploides, tetraploides o mas, son RE- (35,36). Enlineas gene

rales los tumores aneuploides poseen un T.L. l. mavor que los diploides, lo que se en

cuentra en relación con lo anterior (35).

Enun reciente trabajo sobre 35’?casos Silvestrini v col. profundizan en la caracte

rización biológica del cancer de mama humano v sostienen que a pesar de que el índice de

proliferación de los tumores es mayor en los tumores RE-que en los RE+, la presencia

de REestá inversamente relacionada con la actividad proliferativa en sólo el 64?.de los

casos. Los autores no encontraron ningún tipo de correlación lineal o exponencial entre

los niveles de REy el grado de proliferación tumoral (64 ). A raiz de que diversos tumo

res RE+poseen alta actividad proliferante, queda por demostrar si esta corresponde a la

posible subpoblación de células RE+ó a la de células RE- (64).
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III. Efectos estrogénicos sobre la proliferación celular y la cinética del

ciclo celular

Comohe mencionado anteriormente, los tejidos normales o neoplósicos que prolife

ran por un mecanismo de autorrenovación se encuentran en un continuo turn-over celu

lar; es decir, las células son continuamente producidas debido a la proliferación de las

células stem y perdidas por muerte celular. La magnitud relativa de estos dos procesos

que ocurren simultaneamente determinarán si la poblacióncelular crece, permanece es

tatica o declina. Cualquier factor que modifique la fracción de crecimiento l[el porcenta

je de células que se encuentran ciclando) o la extensión de una fase del ciclo celular o el

ritmo de muerte celular, podra influir en las caracteristicas de una población definida.

Los estrógenos tienen efectos complejos y aparentemente contradictorios sobre el

crecimiento celular. Mientras que a bajas concentraciones actúan como agentes mitoge

nicos e inducenproliferación 08,79), a altas concentraciones (farmacológicas) tienden

a inhibir la proliferación celulart80,81 ). Trabajos iniciales realizados por el grupo de

Bresciani sobre células alveolares de las glándulas mamarias, demostraron que estra

diol induce una reducción en las fases Gl y S del ciclo celular (82).

Deallí en mas numerosos estudios se llevaron a cabo para estudiar el efecto de los

estrógenos sobre la proliferación celular. Actualmente se considera que los estrógenos

aumentan la proliferación celular in vivo induciendo un "reclutamiento" semisincrónico de

una población de células quiescentes en la fase Godel ciclo celular, aumentando de esta

forma la fracción de crecimiento. Paralelamente acortaría los tiempos de las fases del

ciclo Gl v S (83).

Las primeras evidencias de efectos estrogénicos in vitro similares a los observados

in vivo se obtuvieron con cultivos primarios de endometrio de conejo. Enestos estudios

se demostró que sólo las células quiescentes del cultivo son el blanco del efecto estro

génico; estas células son inducidas a entrar en el ciclo celular aumentando de esta mane

ra el porcentaje de células proliferantes (84).
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En lo que respecta al efecto de los antiestrógenos es muy poca la información acer

ca del efecto sobre la proliferación y cinética celular in vivo. La mayor parte de los da

tos han sido obtenidos también de los órganos reproductivos de animales castrados o in

maduros. Enla rata, tamoxifeno actúa como agonista estrogénico induciendo la prolife

ración vaginal (85). Por otra parte tamoxifeno actúa como antagonista a nivel del epite

lio luminal uterino, ya que inhibe el crecimiento en el número de células inducido por un

continuo tratamiento con estradiol (85 ). Es interesante destacar que en el epitelio glan

dular se demostró que tamoxifeno induce muerte celular y que este proceso no puede ser

revertido por estradiol (85).

Ilha. Estudios sobre líneas celulares de cancer de mama

Hacia fines de la década del 70 comenzaron las estudios acerca de los efectos estro

génicos in vitro sobre líneas celulares de carcinomas de mama. Los primeros trabajos

demostraron que concentraciones fisiológicas de estradiol (10'9M) estimulan la prolife

ración celular, mientras que concentraciones de 10'7Mla inhiben. Aparentemente el e

fecto a bajas concentraciones sería una reducción en la duración de la fase G1del ciclo

(86). A mayores concentraciones (tU-5M- lU'SM), estradiol inhibe la proliferación ce

lular y aparentemente induce la muerte de células receptor estrogénico positivas (Tia).

En las líneas MDF-1’y 2R-?S, los antiestrógenos causan una inhibición del creci

miento y reducen el nivel de incorporación de timidina tritiada al DNA(78, 79, 8?). Este

efecto es revertido por la administración simultánea o subsecuente de estradiol.

Trabajos realizados por el grupo de H. Rochefort en la línea T4?-Ddemostraron que

en ausencia de insulina, estradiol induce proliferación celular a una concentración de

10'9M, mientras que a concentraciones del orden de 10'7M,10'5M el crecimiento celular

es similar al control sin hormona. Tamoxifenoconsiguió inhibir el efecto estrogénico

(89}.
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III.b. Induccióndel receptor de progesterona

Comomencioné previamente estudios realizados en MCF-‘l‘demostraron que estra

diol se une al receptor estrogénico induciendo su translocación del citosol al núcleo (ac

tualmente se considera que la unión produce un cambio conformacional y no una translo

cación), produciéndose en el núcleo la desaparición del receptor por un proceso denomi

nado "procesamiento", seguido de la síntesis del receptor de progesterona. Los anti-es

trógenos tamoxifeno y nafoxidina también se unen al receptor e inducen la translocación;

sin embargo el procesamiento con tamoxifeno es solo un 30?.del control y el de nafoxidi

na no ocurre. Conese nivel de 30?:de procesamiento, tamoxifeno puede inducir sintesis

del receptor de progesterona, pero no asi nafoxidina (90). El efecto del tamoxifeno fue

posteriormente corroborado in vivo al medirse el nivel de RPgen pacientes con metasta

sis cutáneas antes y después de administrarles tamoxifeno; en 6/14 pacientes con altos

valores de RE, se produjo un aumento en los niveles de RPgluego del tratamiento (91 l.

Sin embargo esta actividad similar a la de un agonista estrogénico fue solo transitoria,

va que al aumento inicial de RPgpor efecto del tamoxifeno, le seguió un brusco descenso

al cabo de 3-4 semanas (92).

Deacuerdo a estos resultados, sería lógico considerar que tanto el efecto del es

tradiol sobre la proliferación celular así como el de inductor de la sintesis del receptor

de progesterona, estaría mediado por su uniónal receptor estrogénico. Asimismo se

desprende que los efectos antagónicos de los antiestrogenos como el tamoxifeno también

ocurrirían por un mecanismo mediado por el receptor.

A la luz de resultados más recientes, han aparecido serias dudas acerca de si el e

fecto estrogénico v antiestrogénico sobre la proliferación, esta mediadopor sus respec

tivas uniones al receptor estrogénico. Enrelación a ésto, el grupo de Katzenellenbogen

demostró, utilizando cuatro antiestrógenos diferentes, que todos tenían la capacidad de

inhibir el crecimiento de la línea MEF-7pero poseían efectos muy diferentes sobre la
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capacidad de inducir la síntesis del receptor de progesterona. Por otra parte

células ZR-TScrecidas en medio definido libre de suero, son inhibidas en mayor

medida por la presencia de tamoxifeno, que por la remoción de estradiol del

medio (79). Resultados similares se obtuvieron posteriormente en la linea MCF

7 (83).

Taylor v col. demostraron en un reciente trabajo que lO'BMde tamoxifeno inhi

be la proliferación celular de cinco lineas diferentes de cancer de mama humano,

independientemente de su contenido de receptores. Sin embargo solo las lineas

que poseen receptores estrogénicos son sensibles al efecto del tamoxifeno a con

centraciones de 10'7M.Esto sugiere que podrían existir dos mecanismos de acción

de dicho antiestrógeno (94).

IV. Üncogenes

IV-a.Mm
Comodijimos previamente Foulds fue el primero en analizar el proceso de pro

gresión tumoral. Sus trabajos pusieron énfasis en el hecho que el fenotipo neo

plósico esta compuesto de varias unidades características, capaces de grandes

variaciones. Estas variaciones, producto de la progresión tumoral, deben nece

sariamente reflejar la activación, mutación o pérdida de diferentes genes (2 ).

El extraordinario avance producido en los últimos años en el area de la biología

molecular del cóncer ha abierto las puertas a la comprensión de los mecanismos

que podrían regular esta progresión tumoral . Diversos estudios han demostrado

que existen al menos tres grandes grupos funcionales de genes que podrían estar

involucradas (9?). El primero de estos grupos es el de los oncogenes, tema del

cual me ocuparé en detalle posteriormente. Existe un segundo grupo de genes

llamados “supresores tumorales“ o "anti-oncogenes"; se ha observado en ciertos

tumores que estos genes deben estar deletados o funcionalmente inactivos para
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que el tumor pueda aparecer; el gen rb-l aparentemente regula un paso esencial

en el proceso de diferenciación de las células de la retina y se ha observado la

pérdida de ambos alelos en células de retinoblastoma (98). Aparentemente estos

genes supresores tendrían una diversidad tan grande como la observada para los

oncogenes.

Existiría un tercer grupo, muy heterogéneo, denominado "genes moduladores"

entre los que se encontrarian los genes del complejo mayor de histocompatibilidad

con su posible regulación de la expansión metastósica, entre otros (99).

[los líneas independientes de investigación han contribuido en los últimos años a

la concepción de la importancia de los oncogenes en la etiología del cancer. La

primera de ellas se basó en el estudio de los mecanismos por los cuales los re

trovirus podían transformar células infectadas e inducir tumores en el huésped.

Unalínea alternativa de trabajo iniciada a fines de la década del setenta investigó,

utilizando mecanismos de transferencias de genes, los aspectos moleculares res

ponsables de tumores de origen no viral.

IV.h Asociación entre oncogenes z retrovirus

La primera asociación entre retrovirus y oncogenes surge de los trabajos rea

lizados por el grupo de Bishop con el virus de sarcoma de Rous (RSV).

Yaen 19H]Rous había demostrado que un extracto de células obtenidas de un

sarcoma de pollo podía inducir el mismo tipo de tumor al ser inyectado en pollos

normales. El agente inductor de este fenómeno resultó ser un agente viral. Este

tipo de virus fue exhaustivamente estudiado ya que su acido nucleico resulto ser

RNAy no DNA,posee un mecanismo de transcripción reversa que esta codificado

en su propio genoma, ademas de tener una gran capacidad de integración al geno

ma del huésped. Sin embargo una de las características mas interesantes de es

tos retrovirus y aún menos comprendidas, es decir su capacidad de integrarse al
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cromosoma del huésped y llevarse con él parte del genoma del mismo, abrió las

puertas al estudio de los oncogenes.

En un primer estudio el grupo de Bishop demostró que el genoma viral esta

compuesto por dos partes diferentes (100 ); una de ellas asociada a la replicación

viral, incluye los genes para la transcripción reversa, la integración y la forma

ción de la partícula viral. Estudios con mutantes termosensibles (101 JIo con

grandes deleciones (102) llevó a la identificación de un segmento del genoma viral

con capacidad para inducir sarcomas in vivo y transformar un cultivo de fibro

blastos de embrión de pollo. Posteriormente se observó que esta secuencia onco

génica denominada src codifica para una tirosina quinasa denominada pp 60 src

(¡03) y posee una gran homología con un gene perteneciente al genoma de pollo

normal (104).

Actualmente se considera que los retrovirus altamente oncogénicos son el pro

ducto de la recombinación entre virus no transformantes y genes de celulas nor

males. Por su homología con los oncogenes, estas secuencias normales de DNA

han sido denominadas protoncogenes, término que naturalmente no indica que su

función sea producir cancer, sino que proviene de la homología entre las secuen

cias virales oncogénicas y el DNAcelular normal.

Existen numerosos ejemplos de retrovirus transformantes que posiblemente se

hayan originado por un proceso de recombinación, entre ellos el virus de sarcoma

aviario (¡00), el de mielocitomatosis aviario (105), el de la leucemia de Abelson

(¡08) y el de sarcoma de Kirstein y Harvey (107) entre otros. Enel caso del gene

src, se observó que tanto las células de aves como las humanas normales expre

san la proteína (pp 60 src) aunque en una cantidad IÜÜveces menor a la de las

células infectadas por el RSV(108). Estudios mas recientes demuestran que célu

las normales de orígen murino sintetizan normalmente una proteína denominada

p-21 que es altamente homóloga al producto del oncogene ras del virus de sarco

ma murino de Harvey o Kirstein (¡09).
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Hasta el momento se han encontrado casi treinta oncogenes virales tv-onc).

Por medio de la utilización de técnicas de hibridación se ha detectado la presencia

de secuencias altamente homólogas a éstos en el genoma celular (c-onc), no solo

del mismo tejido infectado por el retrovirus, sino también en tejidos diferentes.

Actualmente se considera, especialmente debido al descubrimiento en levadura

de genes homólogos al oncogene ras, que estos genes han aparecido en forma

temprana en la evolución y se encuentran altamente conservados, por lo que esta

rían jugando un rol crucial en la organización de la célula normal.

Comose ha mencionado anteriormente, una segunda linea de trabajo indepen

diente, derivó hacia los mismos genes celulares transformantes. Los experimen

tos iniciales del grupo de R. Weinberg se centraron en los mecanismos molecula

res responsables de la trasformación celular por exposición a mutógenos quími

cos. Utilizando técnicas de transferencia de DNAse pudo demostrar que ciertos

tipos de células transformadas poseen secuencias oncogénicas en su UNA(112).

Debidoa gue estos trabajos estaban confinados a los efectos transformantes de

DNAde fibroblastos de ratón tratado con 3- metilcolantreno, resultaba importante

establecer si DNAobtenido de otras fuentes tumorales tenía la capacidad de trans

formar células NIH3T3.

El grupo de Weinberg junto con otros pudieron demostrar no solo eso sino ade

mas que puede existir entrecruzamiento de tejidos e incluso de especies; es decir,

DNAobtenido a partir de tumores de vejiga humanos, de ratón o conejo, de una li

nea de carcinoma de pulmón, de neuroblastoma de rata y otros, son capaces de

inducir transformacion de células N|H3T3(113,114).
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IV.C Mecanismos de Activación de protoncogenes

Se ha podidodemostrar que las proteínas productos de oncogenes forman un

grupo estructural y funcionalmente muy variable (115). Algunas se encuentran

en la cara interna de la membrana plasmática, otras en citoplasma v otras en nú

cleo. Las de membrana v citoplasma poseen actividad de proteína quinasa o

GTPasa, mientras que en las nucleares esto se desconoce aunque en algunos casos

se ha demostrado su unión a la doble hélice del UNA(116).

Dadaesta heterogeneidad, no resulta sorprendente que existan varios mecanis

mos de activación de protoncogenes que pueden ser separados en principio en dos

grandes grupos. El primero, del cual se deriva la hipótesis mutacional, sostiene

que la "activación" de un prota c-onc es el resultado de un evento mutacional. El

ejemplo mas estudiado es el de las proteínas codificadas por el gene ras.

Diversos trabajos del grupo de Scolnick demostraron que el producto del gene

ras del virus de sarcoma de Harvev es una proteína de 21000 dalton de peso mole

cular que fue denominada p-21 (109). Esta proteína difiere de la mavoría de las

proteínas oncogénicas descriptas hasta el momento con localizacion membranal,

va que no posee actividad de tirosina quinasa (descripta para los productos de los

oncogenes src,sis,erb v fms entre otros) v puede inducir una autofosforilación en

treonina v no tirosina o serina (11?), siendo GTPel dador del grupo fosfato v no

ATP.

La actividad de "autoguinasa" es privativa de la proteína viral pero no de la hu

mana (11?); sin embargo ambas poseen la capacidad de unir fuertemente GTP.

Asimismo se demostró que la p-21 posee actividad de GTPasav que esta actividad

se encuentra fuertemente disminuida en la proteína alterada con respecto a la

normal (119).

Utilizando diversos anticuerpos monoclonales el grupo de Scolnick pudo dife

renciar entre las dos clases de productos del oncogene ras, es decir el Ha-Musv

(virus de sarcoma murino de Harvev) v el Ki-Musv(de Kirstein) (109). A pesar
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de su homología, sus productos protéicos poseen diferentes mapas peptidicos

trípticos (118); por ejemplo demostraron que diversas líneas de roedores no in

fectados por virus sintetizan el tipo Ki-ras.

Los diversos miembros de la familia de oncogenes ras (Ha, Kiv un oncogene

asociado a neuroblastoma v sin homólogo viral denominado N-ras) poseen la capa

cidad de transformar fibroblastos N|H3T3en cultivo (120,122).

El grupo de Weinberg, entre otros, demostró que una mutación convierte al

protoncogene Ha-ras en un potente oncogene capaz de producir la transformación

maligna. Por ejemplo una mutación (de guanina por timina en Ha-ras) produce el

reemplazo de valina por glicina en la posición 12 de la proteina p-Zl , alterando la

capacidad de la proteina de hidrolizar GTP(123). Profundos estudios acerca de p

21 fueron realizados por P. Seeberg y col.; estos autores construyeron 20 mutan

tes de c-Ha-ras l mediante tecnicas de mutagénesis in vitro, cada una de las cua

les codificaba para un amino ácido diferente en la posición 12; demostraron que

todos los amino acidos excepto glicina (presente en la p-21 normal) v prolina,

activan p-21 sugiriendo la necesidad de una hélice men esa región. Sin embargo el

fenotipo de las células transformadas no fue similar en todos los casos (124 ). La

capacidad de transformación del oncogene activado por mutación en la posición 12

fue confirmada por el grupo de M. Barbacid mediante el uso de tumores mamarios

inducidos en ratón por N-nitrosometil urea (125).

Diversos trabajos realizados con DNAde líneas celulares han detectado ras ac

tivado por su capacidad de transformar NIH3T3;sin embargo solo un pequeño por

centaje (107.- 20 ï.) de muestras testeadas de cualquier tipo de tumor humano,

han demostrado poseer ras activado (128). Masaún, en la mavoria de las biop

sias de tumores, no se han encontrado mutaciones en la posición ¡2 de la p-21

(12?,128). Incluso se ha sugerido que una mutación puntual en c-Ha-ras no pare

cería jugar un rol relevante en el desarrollo de tumores de origen epitelial como

vejiga, cólon o pulmón (129).
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Eneste sentido cabe mencionar que si la transformación maligna de un tumor

ocurre por el aumento de expresión de un protoncogene normal v no por una muta

ción puntual, el DNAobtenido de este tipo de tumores, no tendria la capacidad de

transformar NIH3T3v el test de transfección dara negativo.

La hipótesis acerca de una activación por aumento de la expresión de un proton

cogene normal es otro de los mecanismos propuestos en este sentido.

Este segundo mecanismo de activación dió lugar a la "hipótesis del dosaje", que

supone que la diferencia mas importante entre el c-onc normal v el transformante

reside en el nivel de expresión. Se han descripto hasta el momento cuatro posi

bles mecanismos de sobre-expresion de protoncogenes.

a) El primero de éstos consiste en la mayor expresion del protoncogene debido a

la adquisición de un nuevo promotor de transcripción. Por ejemplo los protonco

genes myc v erbB presentes en algunas neoplasias hematopovéticas aviarias son

activados por un segmento viral conteniendo un promotor fuerte (130-132).

b) Unsegundo mecanismo, muy poco comprendido hasta el momento, se basa en

la accion de los "enhancers" que como se sabe son segmentos de [INAque poseen la

capacidad de aumentar la transcripción independientemente de su orientacion con

respecto al gene estructural e incluso a grandes distancias (133). Enun trabaio

reciente, utilizando técnicas de DNArecombinante y animales transgénicos se ob

servo que un gene hibrido compuesto por un posible enhancer del gene de insulina,

unido al gene oncogénico estructural T del virus S'v'4Üprodujo tumores solamente

en los islotes .Bdel páncreas (134).

c) Untercer mecanismo muv estudiado es la sobre expresión debida a una amplifi

cación del dosaje génico del protoncogene u oncogene.

La amplificación génica ha sido propuesta como uno de los mecanismos por los

cuales los oncogenes celulares normales podrían desarrollar su capacidad trans

formante. Existen diversas evidencias acerca de la amplificación génica de c-onc

en células tumorales humanas. Estudios desarrollados en lineas celulares de

mostraron por ejemplo que la línea promielocítica humana HL-SÜposee amplifica
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do de 30 a 50 veces el proto c-myc (135). Unaamplificación del c-Ki-ras ha sido

reportada en lineas celulares de un tumor adrenocortical de ratón (138), de un

carcinoma de cólon (137), de un adenocarcinama de pulmón de células pequeñas

(13'?) y otros.

En carcinoma de pulmón de células pequeñas, existe una amplificación del myc

del orden de 20 a 80 veces acompañado de un gran incremento de la transcripción

(138). Ejemplos de amplificaciones en tumores primarios humanos son los del c

Ha-ras en carcinoma de vejiga (139), c-myb en una leucemia mieloblastica aguda

(14), del c-myc en un caso de leucemia granulocítica crónica (141 ) varios casos

del N-myc en neuro y retinoblastoma {142,143} y muy recientemente en un caso

de cancer de ovario y en otro del urotelio del c-Ki-ras (128, 14?). Aunque se

desconoce hasta el momento el probable mecanismo de inducción de amplificación

de oncogenes, recientemente R. Shimkesugirió que agentes que afectan la sintesis

de DNAo causan daños al mismo, podrían facilitar la amplificación de genes

(145). Durante los eventos iniciales de este proceso, los genes amplificados se

rían retenidos dentro de los cromosomas en zonas cariotipicas anormales de tin

ción homogénea o H.S.R.; a esto sobrevendría una excisión que genera los cromo

somas diminutos o D.M.S. . Utilizando técnicas de hibridación in situ, se observó

que el oncogene c-Ki-ras, que se encuentra amplificado de 30 a 60 veces en una

línea tumoral adrenocortical de ratón, esta localizado en las zonas de Ü.M.S ó

H.S.R. (¡36).

d) Fl último mecanismo que podría conducir a una activación de un protoncogene

fue el estudiado especialmente en los linfomas de Burkitt. Esta enfermedad muy

frecuente en Africa, se originaria por una translocación del oncogene c-myc nor

malmente localizado en el cromosona 8 (146), que se partiria en una zona cerca

na al extremo 5' no codificante, para translocarse a la zona del promotor de ca

dena pesada de IgGen el cromosoma ¡4, aunque se han observado también varian

tes de translocaciones a cadena liviana de lgG(148, 14?). Comoresultado de esta

translocación, la expresión del c-myc se torna constitutiva, produciéndose altas
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cantidades de mRNAv proteína específicas del oncogene. Durante este rearreglo

cromosómico, el extremo 5' del gene c-mvc permanece en el cromosoma 8 (¡47 ).

El analisis de la secuencia del gene mvc demostró que éste posee tres exones v

dos intrones; el primer exón que abarca 5'? nucleótidos del mRNAposee codones de

terminación en los tres marcos de lectura posibles, como fue demostrado por el

grupo de C. Croce (148). Por lo tanto el producto proteico del gene c-mvc per

manecerá intacto toda vez que el rearreglo cromosómico involucre al primer exón

o intrón va que la porción relevante del c-mvc residiría en el extremo 3' (¡48 ).

Comohemos visto, los mecanismos mediante los cuóles un protoncogene puede

ser activado son diferentes. Debequedar claro sin embargo que la activación por

alguno de éstos, no implica de ninguna manera, una mutua exclusión. Por otra

parte, existen evidencias acerca de la expresión aumentada de oncogenes que no

responderia a ningunode los mecanismos previamente descriptos.

W.d Transformación por medio de oncogenes

Las evidencias obtenidas a lo largo de los últimos años indican que la carcino

génesis es el resultado de una serie de eventos independientes v progresivos. Por

ejemplo, estudios morfológicos demuestran que un tumor adquiere progresiva

mente diversas características que transforman una anaplasia en una metaplasia

v luego la neoplasia. Estos cambios fenotipicos son el resultado de la activación ó

inactivación de una serie de genes.

Sin embargo el modelo molecular de la progresión tumoral que sugiere la pre

sencia de genes múltiples activados independientemente v cooperativos, estaria

en contradicción con la transformación maligna de células NIH3T3inducida por un

único oncogene como se demostró para el Ha-ras.

Esta discrepancia es solo aparente va que por ejemplo se observó que los virus

adeno v polioma que producen tumores en células de roedores en un solo paso de



33

infección, necesitan la activación de al menos dos funciones génicas para poder

producir el tumor (149 ). El adenovirus humano debe expresar las regiones Eal v

Ea2 para poder producir la transformación. Mientras que la región Eal conferiria

la capacidad de "inmortalización" celular o del "establecimiento" del cultivo para

su crecimiento indefinido,Iel producto de la región Elb parece conferir a los fi

broblastos inmortalizados otros cambios fenotípicos asociados con la transforma

ción como: capacidad tumorigénica, crecimiento en agar blando v activa prolife

ración (150).

Estos resultados contradictorios comenzaron a aclararse cuando se observó

gue ninguno de los oncogenes con gran capacidad de transformar celulas NIH3T3,

consiguió transformar células de cultivos primarios (151 ,l, sugiriendo que la con

tradicción podía estar relacionada con el tipo de cultivo utilizado v no con el onco

gene.

Unode los trabajos mas interesantes realizados al respecto fue el del grupo

de R. lv'v'einbergque comparó el efecto transformante de los oncogenes ras v mvc

sobre células NIH3T3v sobre fibroblastos de embrión de rata de segunda genera

ción. Para ello utilizaron el clon pEJ6.6', variante del c-Ha-ras I, que codifica

para una proteína de 2100“ [Iv fue obtenido de una línea tumoral de vejiga (¡52).

A diferencia de las NIH3T3,fibroblastos de embrión de rata de segunda generación

F. E.R. (29) no mostraron ningún foco de transformación luego de la transfección

del gene H-ras. Sin embargo los F.E.R. (39) obtenidos por clonado en agar de los

F.E.R. (29) forman colonias en agar blando, demostrando que el Ha-ras les confi

rió la capacidad de crecimiento independiente de la adhesión a un sustrato. Sin

embargo estas colonias llegan a un tamaño de 500-5000 celulas v mueren. Ade

mas las células F.E.R. (39) no fueron tumorigenicas en "nude mice", obteniéndose

sólo tumores pequeños v cartilaginosos (¡Si ).

Por otro lado se probó el efecto del oncogene mvc observándose que este por sí

solo no poseía ningún efecto sobre la transformación maligna, resultado por otra

parte esperado, va que como mencioné previamente la capacidad de transforma
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cion del mvc esta dada por la inserción de un promotor fuerte en su extremo 5' no

codificante (¡48 ).

Sin embargo, la introducción simultánea de los genes mvc v ras produjo una al

teración dramática en el fenotipo celular con la aparicion de múltiples focos de

transformación. Las células transformadas por ambos oncogenes tuvieron capa

cidad tumorigénica va que produjeron tumores de l cm a las dos semanas, aunque

sin llegar a los 3 cm de tamaño tumoral o llevar a la muerte del animal,I que es lo

que producen las NlH3T3portadoras del gene Ha-ras mutado. Es decir que a pesar

de que la presencia simultanea de los genes mvc v ras produjo una transformacion

maligna, ésta no fue total. Deaquí se deduce que existen otros pasos indepen

dientes de los genes ras v mvc que tienen que ver con el establecimiento e inmor

talización in vitro. Weinberg v col. demostraron ademas que el oncogene N-ras

asi como el antígeno T medio del virus polioma podian cumplir funciones similares

a las del Ha-ras así como el antígeno T-grande perteneceria al grupo de genes re

lacionados al mvc (151 ).

Al mismo tiempo H.E. Rulev demostró que la región ElA de adenovirus provee

funciones requeridas por los genes T-medio v Ha-ras para poder transformar ce

lulas primarias de riñon de rata (153).

Enun trabajo posterior se demostró que el gene que codifica para la p53 (obte

nido de un linfoma murino de celulas Binfectado por virus de Abelson) al cual se

le colocó un LTR,coopero con el gene ras en la transformacion de fibroblastos

primarios de rata. Estos focos de transformacion fueron altamente tumorigéni

cas. El LTR-p53por si mismo no tuvo ningún efecto (157).

Los resultados descriptos permiten afirmar lo siguiente:

a los mecanismos de transformación maligna inducidos por los diversos oncoge

nes deben ser necesariamente diferentes, debido a que en ciertos casos la co

transfección de dos de ellos origina un fenotipo no observable por medio de la

transfeccion de cada uno por separado.



35

b de ello se desprende que el blanco de acción de los productos oncogenicos

dentro de la célula, también debe ser diferente.

Por lo tanto se puede concluir que existen ciertos oncogenes y DNAvirales que

pueden ser separados en dos grupos complementarios, funcionalmente distintos,

de tal forma que la cotransfección de un miembro de cada grupo en cultivos pri

marios debería dar origen a una transformación similar a la observada para el

myc y el ras. El grupo A que incluye a los oncogenes myc, T grande, Ela y p-53

estaría relacionado con los procesos de establecimiento de una línea y su inmor

talización y sus productos proteicos estarían localizados en el nucleo; el grupo B

que incluye al Ha-ras, Ki-ras, N-ras y T-medio estaria relacionado con los otros

aspectos del fenotipo maligno y sus proteínas tendrían localizacion citoplasmatica

o membranal .

La posible regulación extracelular de estos oncogenes estaría dada por un ter

cer grupo de oncogenes que tendrían amplia homología con los receptores de fac

tores de crecimiento.

IV.e Belgcio'nentre factores de crecimiento,oncogenes z proliferación de

células stem

La proliferación de células stem se encuentra bajo el control normal de facto

res exógenos que regulan la entrada de las células en ciclo. En ausencia de estos

factores, las celulas quedan detenidas en Go. Las células transformadas tienen

como característica principal su autonomia del efecto de estos factores de creci

miento. Esta autonomia se debe a una expresión constitutiva de alguno de los ele

mentos que regulan el efecto mitogénico normal del factor de crecimiento y puede

ocurrir a nivel del factor de crecimiento mismo, del receptor de membrana de di
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cho factor o de la señal que lleva al comienzo de la división celular. Genes que

codifiquenpara algunos de estos componentes podrían poseer la capacidad trans

formante de oncogenes activos, si fueran alterados por mutaciones o expresión

inapropiada.

La expresión constitutiva de dichos factores en células que normalmente son el

blanco de éstos, podría llevar a un mecanismo de autoestimulación de la neoplasia

denominado "crecimiento autocrino" (156,15?). Cuandoel factor de crecimiento

se une a receptores de células de las cuales ha sido previamente secretado, se

activa un mecanismo de respuesta automitogénica. Este tipo de crecimiento autó

crino es obviamente una distorsión del concepto normal de regulación endócrina

según el cual el factor o hormona es sintetizado a cierta distancia del tejido blan

co.

Estudios recientes de Seifert y col. demostraron que celulas en cultivo de mús

culo liso poseen la capacidad de secretar una sustancia homóloga a PDGFque posee

capacidad mitogénica en células 3T3. Debidoa que las células musculares lisas

son a la vez blanco de la acción de PDGF,estariamos ante un ejemplo de regula

ción autócrina normal (¡58). Untrabajo reciente demuestra que la placenta hu

mana del tercer trimestre posee una alta expresión del gene sis que codifica para

la cadena B del PÜGF;mas aún, explantos de placenta secretan PÜGFal medio. El

hecho de que trofoblastos en cultivo poseen un alto número de receptores para

PDGFv responden a PDGFexógeno indicaria que la placenta humana representa otro

caso de regulación autócrina normal (159).

Por lo visto hasta el momento es evidente que la regulación de la proliferación

debe ser producto de la interacción de factores de crecimiento y posiblemente on

cogenes. El mecanismo de transmisión de la señal del factor de crecimiento toda

via permanece desconocido aunque trabajos muv recientes tienden a asignar al ge

ne c-mvc esa función; se observó que el agregado de PDGFa celulas BALBIC3T3en

estado estacionario indujo un aumento en la expresión del mRNAdel c-mvc (¡60).
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Untrabajo muv reciente demostro una relacion entre factores de crecimiento

séricos v los protoncogenes c-mvc y c-Ki-ras. La estimulacion del crecimiento

de células A31 (fibrobiastos inmortalizados, no tumorigénicos) quiescentes por

medio de factores de crecimiento séricos, produjo un aumento de 20 veces en la

expresion del c-mvc. BPA3Iv DA31, derivados tumorigénicos de A31, poseen ex

presion constitutiva dei c-mvc en celulas quiescentes ó en crecimiento. Por otro

lado en las mismas condiciones existe un aumento de 5 a '7veces en la expresión

de C-Ki-ras en presencia de suero conteniendo los factores de crecimiento, tanto

en ¡as células A31 como enla BPA3I (161).

Goustinv co]. demostraron que trofoblastos en cultivo responden a] efecto e

xógeno de PDGFaumentando la expresion del mRNAc-myc en casi 10 veces y en 24

horas, casi e] ¡00 por ciento de las células entran en ciclo (¡59).

E1hecho de que la expresión de] c-mvc esta regulada también por la presencia

de otros factores exógenos como vitamina Den células HL-SÜ,sugiere que ia ex

presión de estos c-onc esta sujeta a un balance dentro del microambiente que ro

dea a una célula proliferante (162).

Las evidencias de que un retrovirus oncogénico puede codificar para un factor

de crecimiento surgió de diversos estudios donde se compararon las secuencias de

amino acidos de factores de crecimiento y oncogenes. Se demostró que los 109

aminoácidos N-terminaies del PÜGFson casi idénticos a una secuencia de la cadena

Bde la proteína p-28 de] oncogene sis (¡63).

Estudios muy recientes han demostrado que existe una gran homología entre el

receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)y ia proteina gp 65 erb B, la

proteína transformante del virus de 1aeritroblastosis aviaria. Esta homologia

ocurre con la parte del gene del receptor de EGFque codifica para e] dominio in

terno v transmembrana] del receptor pero no para la zona externa de unión de]

factor de crecimiento (¡B4 ).

Existen evidencias acerca de la interacción de EGFcon otros factores de creci

miento sobre los receptores de EGF,que como hemos dicho previamente seria
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producto putativo del oncogene erb-B. Se encontró que celulas transformadas por

el virus del sarcoma murino de Molonev no poseen sitios libres de union de EGFde

bido al bloqueo de los mismos por factores de crecimiento de secreción autocrina

(155). Este efecto parece estar dado no solo por la presencia de factores de cre

cimiento transformantes de tipo TGFaque poseen alrededor de un 407.de homologia

con EGF, sino por la de otros factores de tipo [3 (TGFB) que en combinamón con

TGFo:ó con EGFinducirían una transformación fenotípica v posiblemente actuarian

como inductores de los receptores de EGF{156).

La homología entre el receptor de EGFv el oncogene erb-B o PDGFv sis sugiere

que amplificaciones o rearreglos cromosómicos de estos genes que lleven a una

expresión alterada, podrian estar envueltos en los procesos oncogenicosde cier

tas neoplasias. Se observó que la expresión del gene humano normal que codifica

para la secuencia sisx‘PÜGF-2en células NIH3T3(que normalmente no lo expre

san), produce una transformación de dichas celulas {167). Liberman v col. re

portaron que una proporción significativa de glioblastomas primarios humanos

mostraron un elevado nivel del receptor de EGFv cuatro de esos tumores poseían

el gene EGFRamplificado (168). Filmus v col. demostraron una amplificación v

rearreglo cromosómico del EGFRen una línea de astrocitoma (169); recientemente

se ha podido detectar amplificación de un gene homólogo del erb-B en lineas de

carcinomas mamarios humanos v de las glándulas salivales, las amplificaciones

observados variaron entre 5 v IDveces (HU J; otros autores mostraron amplifica

ciones de hasta 30 veces de EGFRen carcinomas de células escamosas (¡71 ). Por

otra prte resultan significativos los altos valores de EGFRencontrados por un lado

en carcinomas mamarios humanos (172) y por otro lado en tumores de cerebro

(168 ).

La mayor parte de los trabajos muestran un efecto mitogenico de EGFsobre li

neas celulares en cultivo. Sin embargo se observó que lineas que poseen altos ni

veles de EGFRson paradójicamente inhibidas por EGFa las mismas concentraciones

a las que induce proliferación en otras lineas (173). Kawamotov col. propusie
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ron que existiría un límite en el número de receptores para el que EGFtendria

actividad mitogénica; por encima de este límite el EGFtendria un efecto inhibitorio

(H4 ).

Comose pudoobservar, la gran mavoría de los trabajos de este tipo se reali

zaron sobre lineas celulares inmortalizadas v seguramente muv homogéneas en

su respuesta al efecto de los factores de crecimiento. Este, por supuesto, no es

el caso de las neoplasias humanas, donde existe una gran heterogeneidad de re

puesta a estos factores. Mientras que las células stem de la neoplasia podrian

entrar en división por efecto del mitógeno, las células diferenciadas terminales

no deberían hacerlo, incluso en las condiciones óptimas de estimulacion. Un

ejemplo de esta heterogeneidad se observó en un trabajo muy reciente; usando EGF

marcado los autores demostraron gue la epidermis de rata normal muestra una

expresión heterogénea de EGFR,siendo la unión del ligando mucho mas fuerte en

las celulas basales responsables de la renovación epidérmica {1?5). Envista de

estos resultados, es evidente la necesidad de profundizar en este tipo de tecnicas

gue permitan observar la expresion de diversos factores en funcion de la hetero

geneidad celular.

IVJ. Expresión de Dncogenes: l " nl l

Comose ha mencionado previamente el modelo de célula stem postula dos al

ternativas para la misma: por un lado la célula stem puede estar quiescente o

proliferar, en función de los mecanismos de regulación de la entrada en el ciclo

celular; por otra parte, la célula stem proliferante puede autorrenovarse dando

orígen a dos células stem o entrar en un proceso de diferenciación con perdida de

la capacidad proliferativa.

La transformacion maligna utilizando células inmortalizadas como recipientes

requiere solamente un oncogene activo como se ha visto con las NIH3T3;sin em



40

bargo la transformación de células derivadas de un tejido normal, requiere ade

mas un oncogene de tipo A que les confiera a estas células la capacidad de inmor

talización. Se ha postulado que la diferencia mas importante entre el tejido nor

mal v su contraparte tumoral es, que en esta última la subpoblación de células

stem se encuentra en expansión incontrolable debido a algún tipo de evento cance

rígeno que es heredado por las células descendientes. Este evento induciria un

aumento del P.A.R. de tal forma que la mavor parte de las células stem entrarían

en un proceso de autorrenovación acercándose mas a las características de una

linea en cultivo donde el P..¿..R. es cercano a uno. Esta falta de regulación de la

capacidad de autorrenovación podria ser explicada en los términos del modelo,I

por una falta de regulación de los genes involucrados en los procesos de prolife

ración vfo diferenciación celular.

A pesar de que la mavoría de las líneas celulares no poseen la capacidad de di

ferenciarse, existen algunos ejemplos donde es posible inducir diferenciación in

vitro v estudiar la variación en la expresión de oncogenes en función de ello. Se

ha observado un descenso en los niveles de expresión del oncogene c-mvb durante

la diferenciación a monocitos v macrófagos de una linea humana de leucemia mie

loblóstica. Estudios en la linea HLSÜdemostraron que la diferenciación de dicha

línea inducida por ácido retinoico, vitamina Üo dimetil sulfóxido, esta acompaña

da por una declinación en los niveles de expresión del oncogene mvc 082,177}. Un

proceso similar se observó con la línea de teratocarcinoma F9 (161 JI. Resulta in

teresante mencionar que la diferenciación de F9 en cultivo tambien puede ser indu

cida mediante la transferencia del oncogene c-fos (1’38). Resultados coincidentes

fueron obtenidos por T. Sonda y D. Wetcalf quienes demostraron un descenso en

los niveles de expresión de los genes c-myb v c-mvc v un aumento en la expresión

del c-fos luego de la inducción de la diferenciación de una linea de leucemia mie

loide murino (HQ).

Delas evidencias hasta aqui presentadas surge que habría una serie de oncoge

nes o protoncogenes que estarian involucrados en los procesos de diferenciación
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y proliferación celular. Es importante recalcar que el producto proteico de los

genes c-myc, c-myb y c-fos esta localizado en el núcleo, e incluso se ha pro

puesto que el producto del c-myc, p-SB, se une al DNA. Sea cual fuere el meca

nismo definitivo por el cuál un protoncogene regula los procesos de diferenciación

celular, los resultados antes mencionados estarían indicandoque los oncogenes

del grupo A estarian involucrados en los mecanismos por los cuales las celulas

stem podrian autorrenovarse o entrar en un proceso de diferenciación.

V. Objetivos de la investigacion

Comohemos visto a lo largo de esta introducción, el comportamiento biológico

de los tumores (especialmente los sólidos) resulta muy dificil de estudiar, debido

a que los procesos de división celular y diferenciación ocurren simultaneamente

dando origen a una considerable heterogeneidad celular. Esta situación es aún

mas compleja en tumores como el cancer de mama donde las influencias hormona

les podrían estar jugando un rol importante, como fue sugerido por trabajos pre

vios.

Los estudios acerca de la capacidad de replicación, la dependencia hormonal o

la estadificación por grados de diferenciación han demostrado ser de cierta utili

dad para predecir el curso de la enfermedad y para la adopción de la terapeútica

apropiada en cancer de mama. Comomencioné previamente el índice de marca

ción con timidina esta asociado con tumores mas agresivos, mientras que la pre

sencia de receptores estrogénicos correlaciona en mayor medida con una res

puesta a la terapia hormonal. Recientemente se ha demostrado en nuestro labo

ratorio que la expresión aumentada del antígeno carcinoembrionario (CEA)a nivel

celular, esta asociada con el grado de diferenciación tumoral.
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Sin embargo se desconoce hasta el momento que células dentro del tumor son

las que expresan las diferentes caracteristicas mencionadas previamente y la po

sible relación entre dichas poblaciones celulares.

El objetivo inicial de este trabajo fue tratar de demostrar la posible existencia

de diferentes subpoblaciones celulares en cáncer de mama, tratando de centrali

zar esta caracterización en la expresión de diferentes propiedades celulares, ca

da una de las cuáles estaria reflejando un diferente estadio funcional de las célu

las tumorales. Se midieron parametros de proliferación (captación de timidina),

diferenciación (expresión de CEA,receptores estrógenicos, etc. ) y fisicos (ta

maño nuclear y densidad celular ), en muestras de cortes de tejido tumoral y en

suspensiones celulares obtenidas luego de una disgregación enzimática y separa

das por gradientes isopicnicos.

La relevancia del estudio biológico acerca de la heterogeneidad celular en can

cer de mama posee implicancias terapéuticas muy importantes. Comomencione

previamente, la presencia de receptores estrogenicos en un tumor implica que di

cho paciente será tratado con un tratamiento hormonal. Estudios previos demos

traron que la expresion de receptores es muy heterogénea, con celulas que ex

presan receptores y otras que no lo hacen. Por otro lado en un sistema de reno

vación constante y el tumor maligno lo es, su crecimiento es función de la celulas

stem por lo que cualquier tipo de terapia debe tener como objetivo final la muerte

de las mismas.

Por lo tanto, resulta de fundamental importancia verificar la presencia de

células stem en cancer de mama y especialmente si las mismas poseen receptores

hormonales, o si dichos receptores estón presentes solamente en las celulas di

ferenciadas.

Enefecto, mientras en el primer caso la terapia hormonal atacaría tambien a

las células stem, en el segundo caso lo haria solo sobre células diferenciadas,

sin ningún tipo de efecto sobre las primeras.
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Enrelación directa con este tema se intentó también estudiar el efecto de los

estrógenos sobre la proliferación de carcinomas primarios de mama en estudios

in vitro. Comomencioné previamente la mavor parte de los estudios acerca de

este tema se realizaron en líneas celulares ó en modelos experimentales en "ra

tones desnudos", habiéndose obtenido resultados contradictorios con trabajos que

proponen un efecto directo, mientras otros sostienen que el efecto estrogenico

estaría mediadopor un factor presente en el suero.

El objetivo de esta parte de la tesis fue también estudiar si el efecto estrogéni

co estaría mediado por su interacción con los receptores especificos v finalmente

que caracteristicas distintivas poseen las celulas que pudieran ser afectadas por

el efecto hormonal.

Hemos visto a lo largo de la introducción la importancia que ha adquirido el es

tudio de los oncogenes en la comprensión de la biología del cáncer. Es por eso

que decidimos estudiar la expresión de los oncogenes myc v ras en tumores pri

marios de mama ya que existen pocas evidencias al respecto. Se intentó un estu

dio acerca de la correlación entre la expresión de estos oncogenes con otros pa

rametros de diferenciación v proliferación previamente mencionados v especial

mente intentamos verificar si existe alguna subpoblación celular en particular que

los esté expresando.
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MATERIALES Y METODOS

I. Obtención del Material

El tejido tumoral mamario humano estudiado fue obtenido a partir de biopsias o

mastectomías. El tumor fue divididoen varios fragmentos para las diferentes de

terminaciones (índice de captación de timidina, receptores estrogénicos, etc II.

Se seleccionaron todos aquellos pacientes que no hubieran sido previamente

tratados con radioterapia. Todoslos tumores fueron adenocarcinomas mamarios

y su diagnóstico se realizó por congelación en forma previa al comienzo del expe

rimento.

II. Morfología

La clasificación histológica de los tumores se realizó siguiendo a Ili'anBogaert

y Maldague (180113;la gradación tumoral se hizo sobre los mismos cortes siguien

do el criterio de Bloomy Richardson (lBl ). Los parametros que se consideran

para ello son: l. formación tubular; 2. número de mitosis; 3. irregularidad

del tamaño, forma y tinción nuclear.

La suma de estos tres parametros da un puntaje que divide a los tumores en tres

grupos: A. bajo grado de malignidad o Grado I; B. moderado grado de maligni

dad o Grado ll; C. alto grado de malignidad o Grado lll.
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III. Determinación de la expresión del antígeno carcinoembrionario por

inmunohistoquímica

III.a. Encortes de parafina

Se llevó a cabo de acuerdo al método de Sternberger v col (182,183) con mo

dificaciones propias (184 ). Cortes por micrótomo de 5p de tumores incluidos en

parafina fueron montados sobre potaobjetos previamente gelatinizados para evitar

su posterior desprendimiento. Luegode dos pasajes por xileno de ¡5 minutos cada

uno para disolver la parafina, las muestras fueron sumergidos durante 30 minutos

en 2,53‘.de H2!)2disuelto en metanol absoluto con el objeto de bloquear v eliminar

la peroxidasa endógena. Para prevenir adsorciones inespecificas se incubo en al

búmina de huevo al 10?.durante 20 minutos a temperatura ambiente. Luego de la

var con una solución de 0.1 MTris-HCl pH7',4 se colocó en suero de cerdo normal

al 27.durante 40 minutos. Sin lavar, se dejó escurrir v se agregó sobre el corte

de tejido una gota del antisuero de conejo anti antígeno carcinoembrionario (CEA)

a una dilución de 1:250 (considerada óptima luego de haber realizado diferentes

diluciones del antisuero) durante BOminutos a temperatura ambiente. Luego de

lavar con PBS, los cortes fueron incubados durante 30 minutos con IgGde cerdo

anti- IgGde conejo a una dilución de 1:50, seguido de lavados con PBS. El último

paso del triple puente fue el agregado de IgGde conejo complejadas con peroxida

sa a una dilución de 1:250durante 30 minutos a temperatura ambiente. El revela

do se llevó a cabo incubando los cortes en buffer Tris-HCl en presencia de Ü.03?.

diamino benzidina v H202durante 8-10 minutos a temperatura ambiente y en la os

curidad. El DABoxidado produce un precipitado de color marrón que es totalmente

resistente a los posteriores lavados.
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III.D Encortes por congelación

Los fragmentos de los diferentes tumores fueron congelados a -209C. Estando
yu eungeiuuus quFUHifleiuiuus en 0.0.ï. u '3060. Utilizando el micrútomo apro

piado se realizaron cortes de 5p que fueron depositados sobre portaohjetos gela

tinizados. Luegode dejar secar con el objeto de permitir una mayor adherencia,

los cortes fueron tratados con metanol para eliminar la peroxidasa endógeno. El

resto del tratamiento fue similar al descripto anteriormente para los cortes por

parafina.

El control positivo para la detección de CEAfue el cancer de cólon que es un

tumor rico en dicho antígeno; los controles negativos fueron los siguientes: l. se

sustituyó el suero de conejo anti-CEA por suero normal de conejo o por PBS; 2. se

realizó la técnica de inmunoperoxidasa en sarcomas y linfomas de Hodgkin.

La técnica se consideró satisfactoria cuando no se observaron tincioncs utilizando

los controles negativos previamente descriptos.

La tinción positiva se expresó en porcentaje de células positivas o en cruces,

considerando la cantidad de células que contenían grónulos de CEAindependiente

mente de la intensidad de la tinción. El valor obtenido es el promedio de 10 cam

pos a una magnificación de 400 X(aproximadamente 200 células por campo). La

determinación de CEAse realizó en todos los casos en forma previa a la aplicación

de la emulsión fotografica.
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IV. Disociación enzimática de los carcinomas mamarios

IV.a. Tumores primarios

Unarepresentación esquemútica del procedimiento que describiré a continua

ción se presenta en la figura 4.

[———'———MUESÍPCITUMÜPG]——1
Enzimas + 3H-TIM

3 he, 372 c

Filtración por gasa

Ficoll-Hypaque

gradiente de BSA
30 min, BÜÜXg

Inclusión de fracciones
en parafina

lnmunocitoquímica de
CEA

Emulsión y exposición
15 días, 42 c

Revelado y tinción
de núcleos

Enzimas
3 hs, 3?? C

Filtración por gasa

ÜESÍZÜÜ nM}I

3H-E2(Inn) l
45 mm. ,3?9 l:

Ficoll-Hïpaque

Gradientes de BSA
30 min, 800 Xg

Inclusión de fracciones
en Ü. C. T.

lnmunocitoquímica de
CEA

Emulsión y exposición
70-90 días, -209 C

Revelado y tinción

de núcleos

F¡guru 4. Regresemamóh esguemáz’fcade la dráacfaczóh de tumores gmhmm‘os
para ¡a obtenczóh de ausgensrbnes veiufares. ¿a defermmacrón de 65.4, IU ,I-'¡PE
se reafxzá como se describe en Métodos
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Se seleccionaron aquellos casos con un peso de tumor limpio mayor de 2.5

gramos con la idea de poder obtener la mayor cantidad posible de celulas.

Inmediatamente de obtenida la pieza tumoral se procedió a su separacion del

tejido normal adyacente, piel y grasa. Se cortó en pequeños fragmentos mante

niendo el material en MEM(Medio Esencial Mínimo de Eagle). Se trabajo en esteri

lidad en campana de flujo laminar. El tumor se disgrego por medio de metodos

enzimáticos:

por cada gramo de tumor se agregaron 3 ml de MEM(con el agregado de ¡00 uni

dadesfml de penicilina y ¡00 mga'mlde estreptomicina) conteniendo:

l mg/ml de colagenasa y hialuronidasa, 0,1 mgx'ml de elastasa y 0,0231de DNAsa,

ademas de 10?.de suero fetal bovino inactivado por calor, el cual fue tratado pre

viamente durante una noche con el precipitado de un volúmen equivalente de una

solución de Dextran-Coated Charcoal (0,25g'f. NoritA, 0,0025 g'f.Dextran grado C,

en 0,01Tns-HClpH8,0) (185).

IVJJ. Ganglioscon metástasis

Los ganglios se obtuvieron de piezas frescas luego de la mastectomía. Fueron

recolectados en esterilidad en MEM. Luego de limpiar de material adyacente no

ganglionar, se cortó en pequeños fragmentos. Por cada gramo de la metástasis

se agregaron 3 ml de MEMconteniendo 10?.de FBS (tratado con 000) en presencia

de 3mgfml de colagenasa y 0.027. de DNAsay SpCi/ml de (3H)-tim. Al término de

la incubación las células fueron tratadas en forma similar a la que se describe

mas adelante para los tumores primarios.
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V. lndice de marcación con timidina

la. Tumoresprimarios sin disgregar

Se incubaron 6 a 12 fragmentos de tumor de un area periférica de aproximada

mente lmm de lado durante 4 hs en presencia de Zpfiifml de metil (3H) - timidina

(A.E.= 20 Cifmmol) en presencia de lÜ'f.de suero fetal bovino inactivado por calor

de acuerdo a metodos va establecidos i186). Al término de la reacción, se lavo

varias veces con PBSv se fijo en formaldehído al 4?. . La inclusion en parafina, la

emulsión v el revelado se realizaron como se describe mas adelante para los tu

mores que fueron disgregados. Luegodel revelado se contaron como positivas

aquellas celulas con 5 o mas granos sobre el núcleo, con un background de Üa l

grano por area similar al area nuclear.

VJ). Tumores disgregados

Se agregaron a la muestra durante el transcuso de la disgregación enzimatica

Sulfml de (3 H) - tim sin diluir con timidina no tritiada. Al finalizar las 3 hs de

incubación, se filtro la supensión a través de lÜ capas de gasa estéril, se dejo 30

minutos en una cápsula de plastico v se sembró en un gradiente de Ficoll-vaaque

(densidad aproximada 1,085gx'mlIIpara purificar las células epiteliales v concen

trar la muestra.

Las células epiteliales se acomodan en la interfase, de la cual fueron recogi

das con pipeta Pasteur. Normalmente, para separar celulas epiteliales se utili

zan gradientes de Ficoll-vaaque a una densidad final de 1,07“?gfml (187,188).

Eneste trabajo fue necesario modificar esa densidad para evitar la perdida de cé

lulas epiteliales viables que poseen densidades mavores a 1,07? g/ml. Utilizando

estos gradientes consegui eliminar totalmente las celulas no viables (por exclu
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sión de azul tripan), los eritrocitos v parte de los linfocitos. El resto de linfoci

tos que permanecen contaminando la interfase de celulas epiteliales es facil de

identificar bajo microscopía óptica.

Luegode centrifugar a 2.000 rpm durante 30 minutos se separó la interfase,

se dejó decantar la muestra a l xg, se reemplazó el sobrenadante con PBSdos ve

ces v se sembró en el gradiente de densidad de albúmina. Cuandofue necesario,

la suspensión celular se concentró por medio de vacío a través de filtros Millipore

(0,45 um. ) para llevar a un volumen de siembra de ¡,0-1 ,2 ml. Luegode la cen

trifugación en gradiente de albúmina se obtuvieron 12 fracciones que fueron a su

vez centrifugadas v lavadas dos veces con PBSsiendo el precipitado final fijado

con alchol 9631v posteriormente incluído en parafina. Cortes por micrótomo de no

mas de 51.1fueron montados sobre portaobjetos previamente gelatinizados. Se

realizó la determinación de CEAv luego se emulsionaron los portaobjetos en cuar

to oscuro con emulsión liquida Kodak NTB2 diluída 1:1 con H2Ü v 1?.de glicerol.

Luego de 14 días de exposición en la oscuridad a 49€, la emulsión fue revelada con

revelador Kodak019 durante 2 minutos, seguida de un pasaje por 1?.de acido ace

tico v 10 minutos en fijador; luego se tiñó con hematoxilina de Harris durante 10

segundos para evidenciar los núcleos. Las observaciones microscópicas se reali

zaron en un microscopio Zeiss Standard a ¡000 Xv para determinar el T.L. l se

contaron entre 300 v 600 celulas. Células positivas fueron aquellas con 5 o mas

granos sobre el núcleo, con un background de no mas de l por area similar. Tam

bién se procedió al conteo de células positivas para CEA.
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VI. Sedimentoción por equilibrio de densidades

Se utilizaron gradientes discontinuos de BSA(albúmina sérica bovina)

(189). Se preparó una solución madre de 50g BSA/IÜÜml PBSy su densidad se

determinó pesando un volumen de l ml (densidad= 1,092 - 1,099 g/ml. ). Las

demós diluciones fueron calculadas. Once fracciones de l ml cada una fueron

sembradas en forma manual y sobre ellas la suspensión celular. Luegode cen

trifugar a iÜÜÜxg durante 30 minutos las células se acomodaron en la interfase

entre cada fracción. Se recogieron doce fracciones de 1 ml con pipeta Pasteur y

el precipitado correpondió a la fracción 12.

Tomando como 100?.el número de células epiteliales viables obtenidas de la

interfase del gradiente de Ficoll-Hypaque, la recuperación de células luego del

gradiente de BSAvarió entre 70?. y 80?. .

VII. Determinación de receptores estrogénicos

VILa. Medicióndel contenido total de receptores estrogénicos

El contenido de receptores estrogénicos fue ensayado según el método del

Dextran Coated Charcoal de la siguiente manera (50). La muestro tumoral fue re

cogida en buffer TED(lÜmM Tris hidroximetil amino metano, 1,5mM EDTA.y 0,5 mM

ÜTT,pH'?,4 a 49€) en hielo seco e inmediatamente congelada en nitrógeno líquido

ó a -’?09C. En un lapso no mayor de dos semanas se procedió a la determinación

de receptores; luego del descongelamiento, el tumor fue limpiado de material ad

yacente no tumoral, cortado en pequeños fragmentos, pulverizado con una pistola

automatica y homogenizado en no menos de 2 ml de buffer TEDinmerso en hielo en

un polytron. El homogenado fue luego centrifugado a 100.000 xg durante 60 minu
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tos a 4913y luego de remover con papel tissue la capa de grasa de la superficie,

se recogió el citosol por medio de aspiración. Luego de la medición de proteínas

por el método de Lowry (190) la concentración proteica del citosol se ajustó a 2

mg/ml. Se incubaron lSÜpl del citosol durante toda una noche en hielo, en pre

sencia de una concentración final de lmMde 5,6,7,16, l’? (JH )- l? Bestradiol

(actividad especifica: (101 Cifmmol obtenido de NewEngland Nuclear, Boston,

Massachussetts Ii. Para determinar la unión inespecífica se incubaron paralela

mente lSÜ pl de citosol en presencia de (3 Hit-E2 a la concentración final antes

mencionada y un exceso de lÜOUveces de dietil etilbestrol (DES) agregado con 30

minutos de antelación al (3 H)-E2. Al término de la incubación, se remowó la

hormona no unida mediante la adición de 500m de una suspensión de dextran

charcoal, (dextran,2,5mg y carbón activado 250 mg en 100ml de buffer Tris

HCl, lOmM, pH8,0). Se dejó durante 30 minutos a 49€ en agitación constante; se

centrifugó a 13.000 xg a 49€. El conteo radioactivo se realizó transfiriendo el

sobrenadante al líquido de centelleo. Luegode extraído el blanco, la unión es

pecifica se determinó sustrayendo del total de cpm, el valor obtenido en presen

cia de DES. En estas condiciones se consideran valores positivos, aquellos con

mas de lÜ f moles/mg de proteína citosólica.

VILD. Determinaciónen suspensión celular por autorradioarafía

La determinación de receptores estrogénicos fue llevada a cabo a través

de una modificación del método desarrollado por Buell y Tremblay para frag

mentos de tejidos (191 ). En los casos que se mencionan las muestras tumorales

fueron divididas en dos alícuotas, una de ellas con el doble de material de la

otra, siendo ambas digeridas enzimáticamente como se detalló (Fig.4). Al tér

mino del periodo de incubación con las enzimas, las alicuotas fueron filtradas y
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concentradas por vacio como se describió previamente. La incorporación total

de ( 3 H) -E2 se determinó incubando una alicuota de células en presencia de lnM

de ( 3 H)-E2 a 37'96durante 45 minutos con agitación leve. La unión inespecifica

del (3 H)-E2se determinó incubando en forma paralela la otra parte de la sus

pensión celular con un exceso de lÜÜveces de DESadicionado 30 minutos antes

del (a Hit-E2como se describió. Al término de los 45 minutos de incubación am

bas muestras fueron dejadas en capsulas de plástico, purificadas a través de un

gradiente de Ficoll-vaaque, lavadas con PBSy sembradas manualmente sobre

un gradiente de seroalbúmina. Al término del gradiente de isodensidad las frac

ciones fueron separadas e incubadas durante 3 hs a 37’93con agitación leve v

fueron dejadas durante toda una noche a 49€. Al día siguiente, las diferentes

fracciones fueron centrifugadas a baja velocidad, luego lavadas dos veces con

PBSe incluidas en Ü.C.T a -3ÜQC. El Ü.C.T es un material sintético que posee la

particularidad de ser líquido a temperatura ambiente y sólido a bajas temperatu

ras. Se utilizó para evitar la desnaturalización de proteínas que produce la in

clusión en parafina. Decada taco se obtuvieron cortes por congelación de 5 um

de espesor que fueron montados sobre portaobjetos cubiertos con gelatina.

Esto fue seguido de una fijación v deshidratación de los cortes a través de con

centraciones crecientes de 3ÜFL,SÜ'¿,'?5‘¿,95?. y 99?.etanol disuelto en solución fi

siológica (3 minutos cada una) y xilol,con el objeto de evitar bruscas alteracio

nes estructurales en los receptores que provocaran la liberación del 3 H-E2

unido (l93), para luego ser dejados a -3090 durante l o 2 días como máximo.

Para la visualización del (3 HJI-E2unido a su receptor, los cortes fueron rehi

dratados a través de similares concentraciones decrecientes de etanol, con la

diferencia que se realizaron varios lavados con 99?.de etanol para eliminar po

sibles restos de (3 HJI-E2libre. Luego de este paso, se realizó la técnica para

la detección de CEApor inmunoperoxidasa, seguido del emulsionado para auto

rradiografía v un tiempo de exposición de ?Ü-80 días a -209l3.
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VILC. Determinaciónen fragmentos de tumores por autorradioqrafía

Se determinó según el método de Buell v Tremblav con variantes pro

pias. Para determinar la incorporación de (3 H)-E2se preincubaron 3-5 frag

mentos de menos de 1 mm de lado en 5 ml de MEM+ 107. FBS inactivado por calor

v tratado con carbón activado. Luego de preincubar durante 30 minutos a 3?? C

se agregó (3 H)-E2 a una concentración final de l nMy se incubó durante 45 mi

nutos adicionales a 379C. Este tiempo resulta suficiente para translocar al nú

cleo la mayor parte de los receptores (192). La marca inespecifica se determi

nó agragando desde el comienzo de la preincubación un exceso de 100 veces de

DES. Al término de los 45 minutos de incubación ambas muestras fueron trans

feridas a una solución de 3,5 Y.de albúmina durante 4 horas. Luego se hicieron

cortes por congelación v se fijó en concentraciones sucesivas de alcohol y xilol.

Se realizó la determinación de CEAv luego se cubrió con emulsión foto

grafica. Se dejó 80 días en exposición, se reveló, se tiñó con Hematoxilina de

Harris y se procedió al conteo de granos v de células CEApositivas.

VILd. Determinación en útero de ratón

Ratones BALB-cde 7-8 semanas de edad fueron utilizados para estos ex

perimentos. Cadaanimal fue muerto por dislocación cervical v luego se extrajo

su útero. Cadauno de los úteros fueron cortados en fragmentos de aproximada

mente 2-3 mm de largo v recogidos en MEM. Luego de realizar la incubación con

(3 HII-E2solo ó con(3 H)-E2 + DESlos fragmentos permanecieron 3 horas a 3?9 C

con 55A en agitación (?5). A su termino fueron fijados de diferentes formas e

incluídos en Ü.C.T. o en parafina. Se obtuvieron cortes de 5p sobre portas ge

latinizados v luego de realizar la determinación de CEA se emulsionó v se reveló

aproximadamente a los 35 dias.
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VILE. Conteode granos: especificidad

Conel objeto de obtener la cantidad de incorporación específica de

3H-E2, se calculó el promedio de granos obtenido de lSÜ-ZÜÜcélulas incubadas

con 3H-E2+DES. Luego se contaron 150-200 células de la incubación con 3H-E2

solo. Se consideró positiva para REa toda aquella célula con un número de gra

nos por lo menos tres veces mayor que el promedio obenido luego de la incuba

ción con 3H-E2+ DES. Cada fracción o tumor incubados con aH-E2solo,tuvo como

control de incorporación inespecifica a esa misma fracción o tumor incubada con

3H-E2 + DES.

VIII. Ensayos histoquímicos

Para la tinción de mucinas ócidas se utilizó el método clasico de Alcian

Blue al 2,53“.desarrollado por Lev v Spicer (194). Este método tiñe de azul in

tenso las mucosustancias de tipo acido con grupos hialurónicos, sialicos v sulfa

tados débiles. Los núcleos fueron contrastados con Kernechtrot. El método de

Taft con modificaciones propias fue usado para la tinción de acidos nucleicos con

verde metilo pironina. El verde metilo tiñe de azul verdoso el DNA(núcleo) v la

pironina tiñe de rosa intenso el RNA(citoplasma). Los cambios introducidos

fueron elevar la cantidad de pironina a 0,5 mg. v diluir ambos componentes en

buffer acetato pH4,0 (¡94). Ambas determinaciones se hicieron con posteriori

dad al revelado.
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IX. Medicióndel efecto estrogénico sobre el índice de proliferación

tumoral

Fragmentos obtenidos de la periferia de cada tumor fueron incubados en

2 ml de MEMconteniendo lÜ'f.de FBS(depletado de esteroides como se describió

con anterioridad). Este medio de incubación contenía 21.1Cifml de 3H-tim (50-80

[ti/m mol) v se realizaron incubaciones paralelas con concentraciones diferentes

de Estradiol (10-7 M, 1IZI'QM,10’9 M). En un número determinado de casos, se

incubó en presencia de Estradiol mas un exceso de 200 veces de alguno de los si

guientes agonistas o antagonistas estrogénicos: Dietil etilbestrol, tamoxifeno

(TAM) o nafoxidina (NAF). Se realizaron incubaciones de 18 horas a 3?? C con

una leve agitacion durante el transcurso de la misma. .6.su término los frag

mentos fueron lavados con PBSfrío durante 45 minutos con tres cambios. La de

tección de 3H-tim incorporada al [INApor autorradiografia v de CEAo ras p-Zl

por inmunoperoxidasa se realizó como se describe, luego de fijar con 4?.de p

formaldehído en buffer PBSv su posterior inclusión en parafina.

X. Determinación de la expresión de la proteína ras p-21

La determinación se realizó por técnicas de inmunoperoxidasa. Cortes

de 51.1de espesor fueron obtenidos a partir de tumores fijados con p-formaldehí

do e incluidos en parafina. Los cortes fueron desparafinizados en presencia de

xilol (2 x IS' cada uno), luego expuestos durante 3Dminutos a 0,5 7.de H202en

metanol para eliminar la peroxidasa endógena como se describió para el CEA.

Luego de la hidratación, el corte fue incubado con suero normal de conejo al 2 7.

durante 50 minutos a temperatura ambienta con el objeto de bloquear la unión

inespecífica del 29 antisuero; esto fue seguido de una incubación de BÜminutos a

3?? C en presencia del ACManti p-2l Y13-259 (109). Luego de lavar con PBSse
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volvió a colocar durante 15 minutos mas en suero de conejo. Luegode escurrir

se agregó inmunoglobulinas de conejo anti rata unida a peroxidasa (dilución ¡120)

v se incubó durante l hora mas a 379 C. A su término v luego de los lavados con

PBSlos portaobjetos fueron lavados con Ü.1MTris HCl. El revelado en presencia

de DABse realizó tal como se describe para el CEA.

Debidoa que los tumores fueron incubados previamente con 3 H-tim, al

término del revelado con DABlos cortes fueron lavados con T.C.A. v HZÜv

emulsionados. Se reveló a los 15 días v se tir'iocon hemotoxilina. La determi

nación de la positividad para p-21 se realizó de la siguiente manera: li)< del 1?.

de células positivas en todo el corte; 1+) de l'r'.- 25?.de células que expresan

p-Zl; 2+) de 26?. - SÜZ;3+) 51?. - 7'51; 4) 76?. - 100?" Simultáneamente se

determinó la incorporación de 3H-tim.

La determinación en cortes por congelación se realizó a partir de tumo

res incluídos en Ü.C.T. Los cortes fueron fijados como describen Furth v col.

(109). Luegode montar los cortes en portaobjetos, fueron fijados 4 minutos

con metanol absoluto a -109 Cv secados al aire. Enalgunos casos, las celulas

fueron fijadas con 3,72 de formaldehído en PBSdurante lO minutos a temperatu

ra ambiente, luego con metanol v acetona a -109 C. Se realizaron diferentes

controles sustituvéndose el primer anticuerpo por PBS, suero normal de rata o

por los siguientes anticuerpos monoclonales de rata; lTH3:reconoce un antíge

no de histocompatibilidad de clase l v es inducido por interferón; YDI!B3.4.lÜ:

reconoce un H.L.A. de tipo UR; YUI/23.1.2: reconoce un antígeno leucocitario

común.
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XI. Determinación de lu expresión del oncogene c-myc

XLa. Cionadoz amgiificación dei c-mxc

Ei c-myc inserto dentro dei piósmido pBR322es un segmento Cia i-EcoR i

de 1.4 Kbque óontiene ei exón 3. Ei piúsmido recomhinante originariamente fue

denominado clon pMC4iRC(135). La inserción de] c-myc transforma ai piúsmido

en sensible a tetraciciinq. Enia figura 5 se puede observar la estructura dei

gen c-myc y dei piúsmidn que contiene ei ESLexón.

i igexón . 29 exón. 39exón1 ,__J \____\'_Ib—‘ ,_¡
i XhoI Pvufl PsiI Pst! ClaI Eco R1li ¿iii
,\

¿NV

pBR 322/c-myc

Figura 5. Estructura de}gene humanoc-m w . f} fragmento de resim'cczbh
¿Ya-fea e?!conteniendo e} {ercer amd}?¿feriado en pBA’J'Z!se uizïzla'o”como sonda.
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El c-myc liofilizado se resuspendió a una concentración final de 0,1

uga’ml y luego se diluyó 1:10 en buffer Tris-EÜTA. De aqui se tomaron 4 ml que

contienen 40 ug de DNA.

XLI). Transformación de las bacterias

Enprincipio la técnica corresponde a la descripta por Maniatis y col .

(195). La cepa de bacterias HBlÜlcongelada en glicerol fue ligeramente des

congelada e inoculada en tubos con 2 rnl. de L-broth. Luego de dejar toda una

noche, se transfirió a 50 ml de L-broth y se incubó con agitación fuerte hasta

una densidad óptica de 0.5 UD550 que en esta cepa es equivalente a 5 x 107célu

lasfml y que se obtiene al cabo de poco más de 4 horas.

El cultivo fue transferido a hielo por IÜminutos y centrifugado a

4000 xg. (5550 rpm) durante 5 minutos a 49€. Se descartó el sobrenadante y el

precipitado fue resuspendido en la mitad de su volúmen original en una solución

fría y estéril de SUrnMCa (312y lUmMTris-HCl (pH 8,0), dejado en hielo durante

15 min y centrifugado a 4000 xg durante 5 min a 49€. El precipitado fue resus

pendido en 1,33 ml de la solución Ca [312- Tris-HCl. Se dividió en alícuotas de

0,2 ml y se dejó a 49 Cdurante 19 horas. Se agregaron los 4 pl del c-myc en

buffer T.E, se mezcló y se dejó 30 minutos en hielo. Luego se pasó a un baño de

agua a 429€ durante 2 minutos. Se agregó l ml de L-broth por tubo y se incubó a

37'90durante 30 minutos.

Al término de los 30 minutos, se incubaron 0,6 ml del total con tetraci

clina (¡suge’mn y el resto durante 30 minutas mas en presencia de ampicilona

(SOpg/ml ). Luego de una incubación en placas de agar durante una noche a 3'?9C

se obtuvieron alrededor de ¡5 colonias con 0,15 rnl y unas 40 colonias con 0,30

ml en presencia de ampicilina. El control con tetracilina no dió colonias.
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Se tomó una colonia y se inoculó con una solución de L-broth conteniendo

ampicilina, se incubó en Erlemayer durante una noche a 3790 con agitación vigo

rosa. Al día siguiente se tomó 0,1 ml del cultivo estacionario y se inocularon

35ml de solución L-Broth-ampicilina y se incubó a 3790 con agitación hasta una

00= 0,8. Se tomaron 25 ml y se transfirieron a 500 ml de L-broth-ampicilina.

Al cabo de 2 horas y con un 0.05002 0,4 (no estacionario) se agregaron 2,5 ml

de cloranfenicol para una concentración final de 170 pgi‘ml. Se incubó durante

toda un noche a 37‘90con agitación.

XLd. Recuperación del glasmido amplificado

Al dia siguiente se centrifugo a 4000 xg, a 490 durante 10 minutos y las

células se lavaron con buffer STE (0.1 MNaCl, l mM EDTAy 10 mM Tris pH ?.8)

frio. El precipitado de los 500ml se resuspendió en 10ml de solución I (SÜmM

glucosa, lÜmMEDTA, 25 mMTris HClpH 8,0) conteniendo 5 mgfml de lisosima

agregada en forma previa al uso de la solución.

Se dejó en tubos Beckman a temperatura ambiente S minutos. Se agrega

ron 20 ml de solución II (0.2 NHaÜH, ll".808 ). Luego de mezclar-se dejó en

hielo 1.0minutos seguido del agregado de 15 ml de 5 Macetato de potasio (pH

4,8). Luegode mezclar, se dejó en hielo 10 min y se centrifugó a 20000 rpm, 20

minutos a 490. Se descartó el precipitado (particulado y DNAbacteriano) y el

sobrenadante se transfirió a 3 tubos a los cuales se les agregó 0,6 volúmenes de

isopropanol y se dejó 15 min a temperatura ambiente. El DNAse recuperó cen

trifugando a 12000xg durante 30 minutos a temperatura ambiente. Luego se lavo

el precipitado con etanol 70?.para eliminar las sales y se dejó durante 10 minu

tos en disecador con vacio más otros 10 minutos sin vacio para evaporar el eta
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nol residual. Se juntó todo en 8 ml de buffer TEy se agregaron 8 gs de Cs Cl en

forma paulatina hasta su disolución. El volúmen aumentó hasta ¡Üml y se agre

garon 0,8 ml de bromuro de etidio (¡Ümgfml ).

Se transfirió a tubos de acetato de celulosa y se completó el volúmen con apro

ximadamente Ü,5 ml de aceite de parafina. Se ultracentrifugó 36 horas a 209€ y

a 45. 000 rpm en un rotor tipo SÜ. Al término de la centrifugación se observó

con lámpara de U.'v'. y se vieron dos bandas y un precipitado. Utilizando una pi

peta Pasteur con punta curva se recuperó la banda de plasmido circular. Con

alrededor de 2 ml de DNAdel plasmido se hicieron 4 extracciones con un volúmen

similar de n-butanol saturado con agua hasta eliminar todo el bromuro de etidio.

El Cstl remanente fue eliminado por diálisis durante toda una noche contra

buffer TE. Luego de la diálisis se repartió en alícuotas de 0,2 ml y se midió la

obsorbancia a 260nm y a 280 nm. La relación %::g_demostró que no habia

contaminación en el DNA.Los calculos demostraron una concentración de

245 pgfml .

XLB. Comprobación de la presencia del c-mzc en el DNAdel glósmido

Para comprobar la presencia del c-myc inserto se tomaron 2p] de la so

lución conteniendo el plúsmido (0,4 ug de DNA)y se realizó una digestión com

pleta con enzimas de restricción. El medio de incubación contenía en un volúmen

final de lU ul: -lul de buffer de restricción (concentración final: SÜmMNat],

lOmM Tris-HCl p H '?,5, lÜ mM Mg C12, lmM BTT).

- Eco RI a una concentración de 1'?U/35 pl de plasmido.

- Cla I a una concentración de 20 UJ35ul de plósmido.

- se completó con HZÜhasta lüpl.

Se incubó toda una noche a 379 C; se frenó con EDTA(pH8.U) a una con

centración final de tUmM. A esta solución se agregó el azul de bromofenol y Fi

coll a concentraciones finales 0,025 'J.y 2.5 'f.respectivamente.
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Lu corrida se realizó en 1.1 1’.de agaroeu en buffer TBE(TBE55€= Trizmu

buee S4 g, ácido bór-ico 2?,5g. , EDTA0,5 MpH8,0 en 20m1 incluyendo una con

oeniruoión final de 15 mMacetato de sodio, pH5,5 de un stock de 3M).

Como control se corrió UNAde fogo >‘.digerido con Hind III. Se corrio

durante 2 horas en una minicuba. A su término se agregar-on 31.11de Bromuro de

Etidio puro 3Dmi'de buffer y se dejo 30 minutos o temperatura ambiente en oscu

m ridad. Luego se observó por iómpuro UVy se obtuvo una bando oorreepondienie

o] pióemido y otra dei tamaño previsto correspondiente oi o-myo, como se ob

servo en iu figura 6.

Figura 6. Sagaramá}?de} ram a-mwx:de} ¿Mi-1de} gídámrdo; ¿‘anafes a-f,
pMHma: ama! g, ¿7Mde! {agol digerfdo con mm «W.¿a flecha seña-w e! 5-
mira.

__WA‘,fi_M7 «ñA—“rfi‘r-áfifi a —‘
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XLÍ. Hibridación in situ

Las muestras tumorales recogidas directamente del quirófano fueron fi

jadas en forma estéril en p-formaidehído a1 4?.en PBS. Luego de iavartas con

PBSfueron incluidas en parafina. Se obtuvieron cortes de sum que fueron des

parafinizados con dos cambios de xiiol de 15 min cada uno v rehidratados a tra

vés de pasajes por etanol (1003€, 96?.) v Hzü. La hibridación in situ se basó esen

cialmente en los trabajos de Ühisson v col. (196), v Brahic v Haase (19?), mo

dificado por Rein v col. (198), Hafen v co]. (199) v M. Akam (200). Para per

meabiiizar los tejidos v hacerlos accesibies a ia "sonda", los siguientes pasos

fueron esenciales: ias secciones fueron en principio incubados durante 15 minu

tos a temperatura ambiente en 0.2 MHC], iavadas con HZÜe incubados durante 3D

minutos a 709G con 2 x SSC (1 x SSC=0.15 mM Nati v 0.015 mM de citrato de sodio

pH’?.IJ). Luego los portaobjetos fueron tratados con 3 pgfml de proteinasa K

(disuelta en 0.2 MTris HI3]pH '?.2 v 2mM Ca 012) durante 15 minutos a 379€, ia

vados con buffer v deshidratados con diferentes gradaciones de etanol (50-70

95-9952 de etanol) v secados ai aire. Para fijar el RNAexpuesto por ia protei

nasa Kse realizó una post-fijación durante 30 minutos a temperatura ambiente

con 4?.de paraformaidehído en PBS, seguido de varios lavados con PBSv deshi

dratación con diferentes gradaciones de etanol como se menciona previamente.

La acetilación de los portaobjetos se realizó como se describió (201,202), con

ei objeto de reducir la unión inespecifica de acidos nuciéicos. Los portaobjetos

fueron dejados en 0.1 Mde trietanolamina, pH8.0 (ajustado con HC]II. Luego se

agregó anhídrido acético hasta 5 mh'L con agitación fuerte. Después de dejar 10

minutos se iavó con 2 x SSC (dos veces de 5 minutos) 'PÜ'I’.etanol (dos veces de 10

minutos), 957.etanol (dos veces de 5 minutos) v secado ai aire.

Previo a la hibridación, los cortes fueron prehibridados durante 2 horas

a temperatura ambiente con la solución de hibridación sin la sonda radioactiva.
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Posteriormente los portaobjetos fueron hibridados con lÜ ng de [JH]c-DNApor

portaobjeto durante 4Da 48 horas. El medio de hibridación contenía 50?.de for

mamida, 10?.dextran sulfato, 1MNaCl, 20 mM Tris-HCl pH?.IJ, lmM EDTA, 150

pgfml de DNAde esperma de salmón sonicado, 5 x de solución Denhardt (i x de

solución Üenhardt Ü.027. Ficoll, 0.0213.polivinilpirrolidona v Ü.027.BSAen pe

sofvolúmen} v l mgfml de RNAde levadura. La mezcla de hibridación incluyendo

el 3H-c DNAfue calentada durante 1-2 minutos a 1009€ y enfriado inmediatamente

a DEC.sul de la mezcla de hibridación fueron depositados sobre el corte de teji

do v cubiertos con un cubreobjeto de 1 cm de lado que fue previamente tratado de

la siguiente manera: hervido en l NHCldurante una hora, neutralizado en l M

Tris H Cl, pH ?.Ü y lavado con H2CIdestilada.

Los extremos del cubre objeto fueron cubiertos con cemento gomoso pa

ra evitar la evaporación de los 8m durante la hibridación en camara húmeda. Al

término de la hibridación los portas fueron sumergidos dos veces en cloroformo

{5 minutos por vez) para eliminar el cemento v luego lavados dos veces (10 mi

nutos por vez) a temperatura ambiente con 50 l“.de formamida, Ü.3MNa Cl, SmM

Tris (pH?.4) v 5 mMEIJTA. Posteriormente los portas fueron lavados por in

mersión en 2 litros de 2 x SSCdurante l hora a 509 Ccon agitación v luego duran

te 1 hora con 0.8 MNa Cl, lÜ mM Tris HCl (pH?.4), imM EDTA, pasados por 2 x

SSCv deshidratados con diferentes gradaciones de etanol, (’P'Ü'f.v 90?.de etanol

conteniendo 300 mMde acetato de amonio 3|. La emulsión fotográfica Kodak HTBZ

fue diluida 1:1 con BÜÜmMde acetato de amonio. Luego de emulsionados, los

portaobjetos fueron expuestos durante 40 - 50 dias, revelados con KodakD19v

teñ'idos con hematoxilina de Harris.

Los portaobjetos utilizados durante la hibridación fueron previamente

tratados de la siguiente manera para prevenir la unión del C-DNAal vidrio: se

incubaron durante 3 horas a 659 C en 450 mH Ha Cl! 45 mM Ha Citrato, pH 7.0
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conteniendo 0.02 ïFicoll, 0.02 Z polivinilpirrolidona y 0.0231 BSA, luego eu

mergidos durante un segundo en Hzüy fijados durante 20 minutos a temperatura

ambiente con 4?.de p-formaldehido en PBS.

XLQ. Aplicación simultanea de técnicas de inmunoperoxidasa z de hibridación

in situ

Enla mayoría de los casos se realizó la detección simultanea de un anti

geno por inmunoperoxidasa seguido de la hibridación con el c-myc. En ese caso

luego de terminar la reacción con DABy H202para peroxidasa, los portaobjetoe

fueron dejados en HZÜ,luego tratados con 0.2 MHCly seguido como se descri

bió.

XLh. Marcación del c-DNApor "Nicktranslation"

Se hizo en principio de acuerdo al trabajo de Rigbyy col. (203).

La marcación del c-DNAdel plósmido conteniendo el c-myc ee llevó a cabo incu

bando durante 2 horas a i896 una cantidad de 0,4 ug del c-myc (en un volúmen

de 1,6 ul) en presencia de dATP, dGTPy dCTP(concentraciones finales de los

tres ZÜpM) y 50 uCi de [JH] dTTP (actividad específica = 54,5 Cix’mmol) previa

mente evaporado en forma total, buffer de Nicktranslation {concentración final=

0.05 MTris HClpH ?.2, 0.01 MMg304,0.1 mM DTT, BSA fracción V50 ug/ml) en

un volúmen final de SI]la. Inmediatamente antes de comenzar la reacción se

agregó l >tde DNasa (0.1 pg/ml) y i >t.de DNApolimerasa l (10 U/ml ).

Al término de la incubación se llevó el tubo a hielo. Se agregaron 2 ml

de Ü.5 MEDTApH8, se centrifugó en microcentrifuga y se agregaron 5 ml de

buffer T.E. La separación entre el DNAy el nucleótido libre se realizó pasando
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1a muestra por una columna de Sefadex ¡3-50 (18 x Ü.6 cm) en buffer TE. Luego

de lavar la columna con buffer se adsorbieron los lÜÜui de] tubo que fue luego

enjuagado en otros 100 ul posteriormente adsorbidos también. La elucion de

las columnas fue a un ritmo de 6'm1 por 20 minutos. Se recogieron fracciones de

Ü,5 mi. A] término de la columna se contaron en un contador de centeHeo liqui

do su] de cada tubo. En ¡a figura 7'se observa un patrón típico de elucion del c

ÜNAy del nucleótido libre.

d

3H-TTP(cpm.10")

o ' 5' fo
FRACCION

Figura 7. ¿‘romoiografio de! o-flM-io-mwo ¿or Sofadox 6‘158. f 1‘pico de ¡o 2;;
owlerdo corresponde of ¿m4 J"Hoyo oo o! Vode ¡o columna

Comose observa la separación es muy clara. En general obtuve un total

de 8-30 x 105 cpmfug DNAque se encuentra dentro de to que se reporta en la li

teratura mediante e] uso de nucleótidos tritiados (202,203). La incorporación

de 3H-TTP a1 DNAvarió entre el 15?. y el 20 Z. Luego de obtenido el pico de DNA

los tubos 3 y 4 se juntaron y se precipitó toda la noche con 2 volúmenes de etanoi

en presencia de 0.1 MNat] a -20‘-’C. A] otro dia se centrifugó durante 10 minutos
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a ¡5000 rpm y luego de descartar el sobrenadante, se dejó secar y se evapora

por vacío durante 20 minutos para eliminar el etanol remanente. El precipitado

fue resuspendido en buffer de hibridación para obtener alrededor de leD4 cpmr'S

pl. a una concentración final de alrededor de 2 ugx'ml de DNAtal cual se aconse

ja para hibridaciones in situ.

XII. Cultivo de células

La línea celular T4?-Des una línea de cancer de mama humano crecida

en cultivo continuo. Las células fueron crecidas en medio RPMI¡640, suplemen

tado con 20 mM Hepes, pH 7, 2, Ü,5 mgfml de insulina y 10?:de suero fetal de

ternera.

La células HL-BÜson una linea promielocitica humana crecida en cultivo

continuo. Estas fueron crecidas en MEM-asuplementado con 10?:de suero fetal

de ternera. Los cultivos fueron incubados a 37913en una atmósfera de 95?: : 53€,

aire: [202_

MATERIALES

Los medios de cultivo de tejidos fueron abtenidos de Grand Island Biolo

gical Company (Grand Island, N‘I’.). Las enzimas y drogas fueron en general de

Sigma (Saint Louis, M0). El material radioactivo fue obtenido de NewEngland

Nuclear (Boston,MA). Los anticuerpos comerciales fueron obtenidos de ÜakoLa

boratories, Denmarky las enzimas de restricción de Bethesda Research Labora

tories.

El anticuerpo monoclonal anti p-2l fue cedido por el Dr.Mariano Barbacid

del Instituto Nacional del Cáncer de los Estados Unidos. La linea HL-BÜy el



c-DNAdel c-myc fueron cedidos por el Dr. R. Buick de] Ontario Cancer Institute

de Canadá. Los anticuerpos de rata que se usaron como control fueron gentil

mente cedidos por eI Dr‘.Oscar Burrone del Instituto de Investigaciones Bioquí

micas, “Fundación Campomar".
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RESULTADOS

I. Expresión de marcadores de diferenciación y proliferación en

carcinoma de mama humano

1.a. Expresión del antígeno carcinoembrionario x su relación con la prolifera

ción tumoral

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio demostraron que la

expresión de un antígeno oncofetal como el carcinoembrionario (CEA)se en

cuentra aumentada en tumores mas diferenciados por lo que se sugirió que la

presencia de CEApodria ser utilizada como expresión de diferenciación celular

en cáncer de mama humano.

La primera parte de este trabajo consistió en "fldeterminación de la in

corporación de timidina radioactiva comparóndola con la expresión de CEAa ni

vel celular. El propósito de estos estudios realizados en principio sobre cortes

histológicos de tumores primarios de mama , fue determinar si la expresión de

EEAesta localizada en aquellas células proliferantes o bien en otra subpobla

ción celular. Para ello se desarrolló una técnica en nuestro laboratorio, que

permite la utilización simultánea de la autorradiografía v la inmunohistoguímica

(la técnica fue desarrollada por la Dra. I.Sorin). Ennuestro caso la primera

de ellas nos permitió detectar la incorporación de timidina tritiada al DNA,

mientras que por medio de la segunda se determinó la expresión de CEA. Asi

mismo estos valores fueron comparados con el contenido total de receptores es

trogénicos que como vimos en la introducción es también una expresión de tumo

res mús diferenciados.

El indice de captación de timidina se determinó en 36 pacientes

con carcinoma mamario. Comose puede ver en la Tabla l existe una gran varia
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bilidad en los valores obtenidos, siendo el porcentaje de células marcadas entre

0,08'f. v 3.733€en los diferentes tumores.

Tabla l . Carrefam’óhentre e! ¿Mm de cagz’acr‘óhde ¿mmm ¡"Hf .1,¡a exgresróh {fewer
de} snif; eno carczhoembnbnanb {rá-24.Jl"e! contenida de recegt'ares estrogéhr'cos [WEJ
en carcmomas memorias humanos. f! defaffe ¿wear-¡Mania!se encuemra describía en ¡a
sacará}? Maferzafes .l-'Máïoa'os.

Grado de T.L.l. C.E.A. R.E
diferenciación (3'.de células) (3‘.de células) (fmolesx’mg de)

marcadas positivas proteína

I Ü,86i0,47°(13)h 50,?118.6(l3) 73.6:71.8(?)

diferenciados 0,08-1 ,540 21-81 ¡1-192

II l,2110,45(19) 2?:21,8(18) l3,?t53,6(19)
parcialmente
diferenciados 0,48-1 ,98 1-80 0-18”?

HI 2,61i0,?6(4) 4,3il,2?(4) 4,314,5(3)

indiferenciados 2,01-3,'?3 0-3 0-9

a} Promedzbr ¿75,M Minera de ponentes, c) ¿lanas de ¡valores

Cuando se comparó el T.L. l. promedio de los tumores en función del

grado de diferenciación tumoral se observó que existe ademas una tendencia ha

cia un T.L. l. mas alto en los tumores con menor diferenciación. La compara

ción estadistica de estos valores, mostró diferencias significativas, principal

mente entre el grupo de tumores mas diferenciados (grado l) v el menos dife

renciado (grado Ill) siendo la P < 0,001.

Se puede concluir de estos resultados, que o pesar de que existen varia

ciones importantes en los niveles de T.L. l. entre los diferentes tumores, estos

valores estan indicando que sólo un determinado porcentaje de células de un tu

mor primario esta activo en el ciclo celular duplicando su DNA. Más aún, este
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porcentaje de células es muy pequeño siendo el promedio de todos los tumores

de 1.24 Y.t 0,?1 (promedio t desviación estandard) v como se observa en la ta

bla, en ningún caso supera el 4 7.del total de células epiteliales.

Ütro dato relevante que surge de la tabla es que de los 36 pacientes es

tudiados, 32 tumores expresaron capacidad de diferenciación total o parcial

(grados l v ll) v solo 4 de estos tumores en esta población al azar, no mostra

ron parametros de diferenciación, sugiriendo que en carcinoma de mama humano

las células responsables de la proliferación tumoral poseen en su memoria la

capacidad de dar origen a células diferenciadas v lo que es mas importante aún,

a una estructura diferenciada del tumor.

En la tabla l se observan también los valores de CEAobtenidos en cada

tumor. Comoera dable esperar, estos valores tienden a ser mas elevados en

aquellos tumores mas diferenciados.

Cuando se compararon los niveles de CEAcon los valores de T.L. I. se

observó (Tabla l ) que los tumores menos diferenciados {grado Ill) tienden a no

expresar CEAtisular ó presentan niveles bajos, con valores altos de T.L. I.

(2,013".- 3,7314);por el contrario los tumores mas diferenciados (grado l) pre

sentan mayor cantidad de CEAv valores mas bajos de T.L. I. (0,0831-l ,541).

Asimismo los tumores grado ll poseen valores intermedios de T.L. l. (O,48?.

1,92 lt), mientras que la expresión de CEAes muy variable.

La tabla muestra que la expresión de CEAes muy heterogénea en los di

ferentes tumores, siendo el valor promedio de alrededor del 32 ï. de células po

sitivas con un valor mínimo de 0?. v un maximo de 817.. Los resultados nos indi

can también que la relación promedio entre las células que expresan CEAv las

proliferantes es aproximadamente de 20 a l.

En la figura 8A se pueden observar células que han incorporado timidina

tritiada en sus núcleos.
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toplasmatica de CEA;a mayor aumento podemos ver que la expresion de CEAes

ta asociada a dos tipos de celulas que defieren en el tamaño v en la relacion nu

cleofcitoplasma. Caberesaltar sin embargo que la señal fue mas intensa en las

células mas pequeñas (fig. BC). Por último en la figura BD, vemos un tumor in

diferenciado que no expresa CEA.

Este estudio simultáneo acerca de la expresión intracelular de CEAy la

capacidad proliferativa nos permitió observar también que ninguna de las celulas

en fase S del ciclo celular o en mitosis expresó CEAintracitoplasmútico.

LI). Expresión de receptores estrogénicos

En 29 de los 36 tumores se midio tambien el contenido total de recepto

res estrogénicos. Enla tabla l se puede observar que aquellos tumores mas di

ferenciados poseen valores positivos de RE, mientras que existe un tendencia a

valores más bajos en tumores mas indiferenciados. Esta diferencia es particu

larmente significativa cuando se compara el promedio de los tumores grado I o

II con el grado Ill.

En la figura 9 esta graficada la relación entre el porcentaje de celulas

proliferantes v el de células que expresan CEA. Aunque la relacion tiende a ser

semilogaritmica, en realidad la mavor parte de los tumores poseen entre un 20?.

v 70?.de células CEApositivas v Ü.5?.v 1. 5?. de celulas proliferantes.

En la figura lO se puede observar la relacion existente entre el porcen

taje de células en fase S v el contenido de receptores. Aquí la relación parece

ser mas claramente de tipo semilogaritmica con un porcentaje menor de tumo

res que salen de esta relación con respecto a lo que se observó para CEA.

Estas diferencms entre la expresión de CEAv la de receptores estrogé

nicos se puso en evidencia al graficar un parametro en función del otro (fig.

ll).
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A pesar de que en la tabla l habíamos observado que la expresión de CEA

y de REaumentaba con la diferenciación tumoral, no existe una correlación apa

rente en la expresión de ambos marcadores de diferenciación. Por ejemplo es

posible apreciar que tumores con valores de REmenores de 20 fmol/mg de pro

teína, poseen una expresión de CEAque fluctúa entre 0?. y Bl 'f.de células positi

V03.

Delos resultados observados hasta el momento, cabe resaltar las siguientes

conclusiones parciales:

a- células incubadas durante 4 horas en presencia de timidina radioactiva (pro

liferantes) no parecen expresar CEA.

b- aunque las valores bajos de T.L. I. se encuentran asociados a una mayor

expresión de receptores estrogénicos y de CEA,no se observó una correlación

aparente en la expresión de ambos marcadores de diferenciación.
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II. Determinaciónde receptores estrogénicos por outorradiogrofía

en cortes histológicos

Granparte de los estudios sobre receptores estrogénicos en cancer de

mama fueron realizados utilizando técnicas que cuantifican el contenido total de

REdel tumor, independientemente de la heterogeneidad en la distribución inter

celular de dichos receptores dentro del tumor. Debidoa que nuestro interés era

estudiar la distribución de REy su correlación con la expresión de CEAintenté

poner a punto diversas técnicas. Estudios por técnicas de inmunohistoquímica

realizados en nuestro laboratorio y en otros utilizando antisueros anti-estradiol

no resultaron satisfactorios, por dos razones principales: a) la detección por

técnicas de inmunohistoquimica se lograba solamente a concentraciones del or

den de IU"? Mde E2, mientras que concentraciones de lU'B - 10'9 M no produ

cían expresión positiva; b) la positividad obtenida a 10'? Mde E2 no era despla

zada por un exceso de un análogo de E2 como el dietil etilbestrol (DES).

Deallí que dejarnos de lado definitivamente la posibilidad de detectar la

unión específica del E2 de esta manera y decidimos verificar la aplicación de

técnicas de autorradiografía utilizando como trazador 3H--E2.Para ello desa

rrollamos un método que nos permitiera visualizar en forma simultanea antíge

nos como el CEApor técnicas de inmunoperoxidasa y la unión del 3H-E2por técni

cas de autorradiografía. Evaluamos en principio las condiciones ideales utili

zando como modelo útero de ratón, donde las propiedades de tejido blanco estan

bien estudiadas.

II.a. Estudios en útero de ratón

Los primeros experimentos llevados a cabo para encontrar las condicio

nes ideales, demostraron que la fijación con formalina en buffer fosfato o con

etanol 957.produjo un cambio tal en el receptor estrogénico que en los prepara
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dos practicamente no se observó precipitado de granos, posiblemente por libe

ración del 3H-E2unido.

Resultados satisfactorios obtuve utilizando una técnica propuesta por

Raam v col. ('34) que utiliza diferentes concentraciones de etanol disuelto en so

lución fisiológica en lugar de agua destilada, con el objeto de prevenir los cam

bios que se pudieran producir en el receptor a raíz de la drástica hipotonicidad

durante el procedimiento de fijación v deshidratación. La técnica se desarrolló

como se describe en Materiales v Métodos, de tal modo que en todos los prepa

rados se midió previamente la expresión de CEApor técnicas de inmunoperoxida

sa, que resultó ser negativa en todos los casos de útero de ratón, pero no asi en

tumores humanos,I como se vera posteriormente.

Comose puede observar en la figura l2A, secciones de útero de ratón

incubadas con 3H-Egmuestran granos de plata localizados preferentemente so

bre las probables células blanco de la glándula del endometrio,I aunque también

en células del estroma. Ademas se observa que la gran mayoría del precipitado

de plata se encuentra sobre los núcleos siendo evidente la menor contribución

del precipitado citoplasmótico al total. Es posible ver también que la matriz ex

tracelular esta practicamente limpia de granos. Ensecciones paralelas incuba

das con un exceso de E2 frio o el agonista estrogénico DESse pudo ver que el

precipitado desapareció (datos no mostrados). Fragmentos coincubados con un

exceso de progesterona fría no mostraron grandes diferencias con respecto al

control incubado con 3H-E2 solo, siendo evidente por estos resultados que la

presencia de este esteroide no tiene efecto sobre la unión del E2a su receptor

específico (fig. 128).

Por otra parte, las células endoteliales, asi como las musculares fue

ron siempre negativas.

La distribución general de la marcación en presencia de 3H-E2fue bas

tante heterogénea. Existen nidos de células muy marcadas, preferentemente en

las zonas periféricas de los fragmentos, mientras que la marca decrece hacia el
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interior. Esta diferencia es significativa v la razón principal posiblemente re

side en la accesibilidad del 3H-E2a las células interiores.

ILD. Estudios en cancer de mama humano

El examen de los cortes incubados con aH-E2mostró que la marca apare

ce solamente en las células neoplósicas. En 2| de 23 casos estudiados la mar

cación se observó solamente en el núcleo, como se ve en la figura 12€ con una

marcación citoplasmatica practicamente nula. Sin embargo en los casosB v l3

se pudieron observar células que poseían también marca en el citoplasma, como

se observa en la figura lZD. En todos los casos estudiados el agregado de DES

redujo notablemente el número de granos detectables.

Esto se observa claramente en la tabla 2 donde se muestra la variabili

dad en la captación de 3H-E2por parte de las células que componen el tumor. En

presencia de l nM3H-E2solo, existe un gran porcentaje de células con mas de 4

ó mas granos por núcleo. Sin embargo el agregado de un exceso de 200 veces de

DESen presencia de 3H-Egprovocó que no se observaran células con mas de 3

granos v casi el 70?.de las células observadas poseían Ü-l grano por núcleo.

Este resultado confirmó la especificidad de la técnica utilizada.

En lo que respecta a la expresión de CEA, en las microfotografías de la

figura 12 v en la tabla 2 se pueden ver células que expresan simultaneamente RE

v CEAjunto a otras que expresan uno solo de los marcadores. En la tabla 3 se

muestran los datos de todos los tumores analizados. Cuandolos tumores fueron

divididos en REpositivos v REnegativos pudimos observar diferencias estadisti

camente significativas en el porcentaje de células marcadas con 3H-E2(columna

2) así como en la expresión de CEA(columna 3). En esta tabla también se puede

ver que existen tumores que expresan ambos marcadores en sólo el 30?.de sus

células y otros donde todas las células expresan CEAy REsimultaneamente.
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La correlación entre ambos marcadores de diferenciación ee encuentra

graficada en la figura 13. Dela distribución de los caeoe se puede afirmar que

para tumores con valores de hasta 50 'f. de células positivas para CEAel maximo

de células positivas para REee de 15 7. . Por encima del el 50 ï. de celulas posi

tivas para CEAel nivel de células positivas para REtiende a aumentar en una
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progresión mayor, e incluso se observa un descenso en los valores de CEA. La

aignificución de estos resultados será analizada en la Discusión.
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Enla figura 14 podemos ver que existe una correlación semilogaritmica

entre el TLIy el porcentaje de células positivas para RE, bastante similar a la

observada cuando se comparó el TLIcon el contenido total de RE.
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Figura l 4 . Correfacfá}?entre e} 7.!f l-'¡a defermmam'á'n de REgar aviarradfogra¿a

»'Alcomparar la posible utilidad de la técnica de determinación de REpor

autorradiografía con la que comunmente se utiliza para determinar el contenido

total de REse vió que de los tumores considerados RE+por medio del ensayo bio

químico, todos menos uno dieron porcentajes de células RE+por encima del l'á.

El único caso que no coincidió fué un tumor de células pequeñas muy homogé

neas, con expresión casi negativa para CEA,a pesar de pertenecer morfológica

mente al tipo de tumores que suelen expresar CEAen forma abundante. Conres

pecta a los tumores REnegativos por el ensayo con DCC,todos poseían valores

por debajo de 0.83€de células positivas, con excepción de un caso donde se ob

servó un 67.de células positivas.
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III. Separación de subpoblaciones celulares en cúncer de mama humano

Los resultados previos obtenidos en cortes histológicos de tumores prima

rios indicaron la existencia de una gran heterogeneidad celular en lo que se refiere

a la expresión de marcadores de diferenciación como CEAv REpor un lado v a la de

células en activa proliferación por otro. Por otra parte mientras las evidencias

indicaban que las células en fase S no expresaban CEA,la relación entre la expre

sión de CEAv REno era directa, habiéndose constatado la presencia de células que

expresaban un solo marcador o que expresaban ambos simultaneamente. Debidoal

tipo de técnicas utilizadas, no era posible determinar con certeza si las células

proliferantes podíanposeer receptores estrogénicos. Para intentar una respues

ta, se decidió estudiar si era factible separar los diferentes tipos de células que

componen los tumores por medio de gradientes isopícnicos.

La elección de los tumores para realizar estos experimentos se realizó en

función de su peso libre de material no tumoral,como se describe en Materiales v

Métodos. En la tabla 4 se describen los datos clínicos de los pacientes incorpora

dos al estudio. Se puede observar que el estadio predominante es II, pero la edad,

grado de diferenciación v tipo histológico son variables, por lo que podemos decir

que se trataría de un grupo de tumores representativo. La determinación del con

tenido total de CEA,TLIv REconfirma que se trata de un grupo de tumores hetero

géneo. Comomencioné previamente cada uno de los tumores que se detallan en la

tabla fue disgregado v tratado siguiendo los pasos que se detallan en la seción Mé

todos. La variación en el número de células obtenidas es resultado tanto de la ma

sa tumoral como de su celularidad, habiéndose obtenido entre 4,4 v 1?,4 x 10Gcé

lulas por tumor, con viabilidades que fueron del '?0 'f.al 93 7.;como era lógico es
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perar las mavores viabilidades se encontraron en los tumores mas pequeños. El

número de células obtenidas (1.1. x ¡06 - 3.1 x 105células por gramo de tejido)

fue bastante similar al que se obtuvo permitiendo disociaciones espontáneas o u

sando disociaciones mecánicas para disgregar el tejido mamario (42,220 ). Enun

principio se realizaron intentos para aumentar el número de células obtenidas, es

pecialmente mediante la disociación mecánica del tumor v el pasaje de agregados

celulares a través de agujas de diametro decreciente. Los resultados obtenidos

fueron al igual que otros autores (204) un aumento en el número de células obteni

das pero con una viabilidad inferior al 20 li; por ello es que decidimos utilizar sola

mente disociación enzimática como se describe en Métodos.

III.a. Subpoblacionescelulares en gradientes isopícnicos: validación de la

metodologia utilizada

Untrabajo previo sugería que los gradientes discontinuos de isodensidad

podian crear separaciones artificiales, como producto de bandas formadas en for

ma alterada durante la centrifugaoión (205). Por ello decidimos realizar una se

rie de experimentos previos al uso de las células aisladas de los tumores. Cones

te objetivo 5 x 105células aisladas de la línea celular de carcinoma mamario T-4'?D

fueron suspendidas en PBSv sembradas en un gradiente de seroalbúmina como se

observa en la figura 15. Al término de la centrifugaoión se separó el gradiente, se

recogió la fracción que poseía la mayor cantidad de células (fracción 6) v se sem

bró en un nuevo gradiente similar al anterior. Comopodemos ver, la fracción de

células aparece en la misma banda, sugiriendo que la localización de las células

en una banda determinada no es un artificio sino producto de la relación entre su

propia densidad v la del medio.
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das en PBSy sembradas en el gradiente o fueron previamente concentradas en un

filtro Millipore como se describió en los Métodos y luego sembradas en el gradiente

de BSA. Comose puede observar en la figura ¡7, el paso previo de concentración

no afectó la densidad en la cual ambas líneas celulares fueron recuperadas. Du

rante este tipo de experimentos pudimosobservar que se recuperan alrededor del

95 7.de las células que se siembran en el gradiente. Luego de la concentración ese

número se reduce al vs-eo '¡Lpor lo que durante este paso se pierden entre el IS 'f.y

20 3‘.de las células. Estos datos coinciden con la recuperación de alrededor del

65?. al ?0 Y.obtenida de los tumores, debido a que en estos últimos existen otros

pasos previos ademas de la concentración por vacío.

Se estudió ademas el tiempo de centrifugacion suficiente para que las célu

las llegaran a isodensidad en el gradiente de albúmina. Se observo que tanto célu

las T-4'?Dcomo células del paciente l centrifugadas durante 30 y 45 minutos no tu

vieron cambios en su distribución a lo largo del gradiente (datos no mostrados).

Asimismo se comparó la distribución de células T-4?D en un gradiente de BSA, con

la distribución en un gradiente preformado de Percoll, que posee una viscosidad

mucho menor que la albúmina v permitiría teóricamente una mayor movilidad celu

lar a l'o largo del gradiente durante un tiempo similar de centrifugación. Los re

sultados indican que no hubo ninguna diferencia siendo recuperadas las celulas a

densidades similares en ambos gradientes (datos no mostrados).
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Otra pasa previa a la separación de las tumores primarias por gradientes

de densidad consistió en determinar ei ias variaciones en las densidades celulares

pueden ser atribuidas al estado proliferativo de la pobïaeión celular. Para ello se
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determinó el perfil de densidad de la linea T-4’?Ddurante la fase estacionaria y du

rante la fase logaritmica. Pudimosobservar que el patrón de separación de las

células por densidad es muy similar en ambas situaciones. Asimismo la medición

del TLIconfirmó la fase de crecimiento, ya que este fue del 42?.en fase logari'tmi

ca y del 3, 4?.en fase estacionaria, confirmando que a pesar de que las células en

fase estacionaria han quedado detenidas en su gran mayoria en GO- G1y no se divi

den, no han modificado su densidad, al menos dentro de la sensibilidad del metodo.

IIIJJ. Separación de los tumores primarios

Luegode que las células aisladas de los diferentes tumores fueran centri

fugadas en los gradientes de albúmina, se determinaron los diferentes marcadores

en todas las fracciones como se describió en Métodos. La metodología empleada

incluyo la centrifugacibn de las células en los gradientes, seguido de la inclusión y

el corte por microtomo de los precipitados celulares. Debidoa que estos precipi

todos no son uniformes y podría existir una distribución desigual de las celulas de

acuerdo a su tamaño (205), pusimos especial cuidado en obtener cortes represen

tativos de todo el precipitado celular.

III.c. Relación entre densidad y superficie nuclear

La figura ¡8 ejemplifica la relación existente entre la densidad celular y la

superficie nuclear. Se puede observar que las mayores superficies nucleares se

obtienen en las células de menor densidad; a medida que la densidad aumenta, la

superficie nuclear de las células disminuyeprogresivamente. Las cuatro fraccio

nes de mayor densidad poseen células con superficies nucleares que son la mitad

de las que se observaron en las células de menor densidad. Luegode teñir las cé

lulas con eosina pudimos observar que las células grandes de baja densidad, po



¡observado en células con densidades intermedias y altas.
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Ill.d. Expresión de CEA- REy TLIen suspensiones celulares

Enlas figuras 19 y 20 se observa la expresión de los diferentes marcado

res en los pacientes 1,3 y 5. Enestos tres casos no se pudo medir la incorpora

ción de 3 H-Ezdebido al bajo número de células obtenidas luego del tratamiento en

zimático. Engeneral se puede decir que la dispersión de células a lo largo de los

gradientes fue muy heterogénea, muirdiferente a lo que habíamos visto en líneas

celulares en cultivo. Esta heterogeneidad también se observa en la expresión de

los diferentes marcadores, aunque se vislumbra que la expresión de éstos se halla

circunscrith a determinadas zonas del gradiente.

Estos datos fueron confirmados cuando los tumores fueron también incuba

dos en presencia de 3H-E2(casos 2,4,6 y lÜ, figuras 21 y22) ya que se pudo ver

que las células que poseen receptores no se encuentran dispersas a lo largo de to

do el gradiente sino que se localizan en una parte del mismo. Por último las figu

ras 23, 24 y 25 muestan también la presencia de otros tres tumores en los cuáles

se midió la expresión de diversos parámetros tanto en el primario, asi como en

una metástasis ganglionar.

Resultan muy evidentes las diferencias entre cada paciente, empezando por

las variaciones en el porcentaje de células en cada una de las fracciones. Sin em

bargo y con el objeto de facilitar el desarrollo de los resultados se decidió hacer

un promedio con los datos mas importantes que permitiera un analisis mas gene

ral, para luego hacer mayor hincapié en lo específico de cada tumor.

üm- _*_.__—‘ '
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Los resultados completos de los diez pacientes cuyos tumores primarios

fueron analizados se encuentran en la tabla 5. Para cada fracción se muestra su

densidad v la media i la desviación estandard (ELS). En lo que respecta al TLI,CEA

y RE, los resultados se expresan en las dos formas en que fueron presentados los

histogramas, es.decir: como porcentaje de células positivas por cada fracción ('f.

por fracción) v como porcentaje de células positivas del total de la población de

células positivas (Z del total). Delos resultados es posible ver que existe una

considerable variabilidad entre los diferentes pacientes, lo que se vio reflejado en

las altas 0.8. Asimismo la figura 28 A-Ümuestra el promedio obtenido para los

parámetros mós importantes: distribución celular a lo largo del gradiente, indice

de marcación con timidina (ï. del total), expresión de CEA(Y.del total l v presencia

de RE (3‘.del total).

Apesar de que se encontraron variaciones entre los diferentes tumores,

no caben dudas de que la mavor parte de las células que incorporaron 3H-timestu

vieron confinadas en todos los tumores, a una zona de densidad intermedia que en

general fue la de 1,046 a 1.054 g/ml (Tabla 5 v figuraZBB). Comose puede obser

var en los diferentes casos estudiados, el grupo de celulas que fue positivo para la

tinción con pironina, resultó tener una distribución en el gradiente similar a la de

las células gue incorporan 3 H-tim. Enlo que respecta a los marcadores de dife

renciación celular, en el panel Cde la figura 26 v en la tabla 5 se muestra el pro

medio de la distribución de CEAintracitoplasmótico a lo largo del gradiente. A pe

sar de que se observó una gran variación en el porcentaje de celulas que expresan

CEAal comparar las fracciones de los diferentes tumores (la variación es mayor

que la del TLl, posiblemente por las diferencias en el contenido total de CEAentre

cada tumor) (tabla 4) se encontró que la mavor frecuencia de células positivas pa

ra CEAestaba localizada en las fracciones de baja v alta densidad. A pesar de que
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existe una superposición en las fracciones de densidad intermedia entre las celulas

que incorporan 3H-tim v las due expresan CEA(comparar los paneles B v C, figura

25 v los respectivos casos individuales) no se observó ninguna célula que haya in

corporado 3H-tim en su DNAv que expresara simultaneamente CEAintracitoplasma

tico. Es de hacer notar que en todos los casos, el porcentaje de células positivas

para CEAen cada fraccion fue siempre mavor que el de las que fueron marcadas

con JH-tim {tabla 5). Ademas es importante mencionar que las fracciones 9 a 12

concentran alrededor del 4'?Z de las células CEApositivas, mientras que las frac

ciones l a 4 de baja densidad, solo el 2'? li.

En lo que respecta a la detección de RE, la mavor parte de las celulas po

sitivas estan localizadas e'n la zona de alta densidad (fig. 280); sin embargo celu

las grandes de baja densidad expresan alrededor del 15?.del total de RE(tabla 5);

la ligera superposición que se observa entre el TLIv la expresión de REresulta ser

insignificante o nula en cada tumor en forma individual. Comose puede ver, no se

incluyó el caso B (figura 22) debido a que el contenido total de REera negativo (ta

bla 4), lo que fue efectivamente confirmado va que en el gradiente realizado con

este tumor se encontró solo un 2 “f.de células positivas para REen las fracciones 9

v lÜ.

La figura 2? muestra dos fracciones de células obtenidas de un tumor incu

bado con 3H-E2 v cuyas células fueron separadas por gradientes de albúmina. La

parte inferior muestra la fracción l del gradiente de albúmina, que evidentemente

no posee células que contengan RE, va que la marca nuclear en presencia de 3 H-Eg

solo, no difiere de la que se obtuvo incubando en presencia de 3H-E2 y un exceso

de DES. Enla parte superior del grafico podemos ver que las células de la frac

ción lu del mismo tumor incorporan 3H-E2en niveles mucho mas importantes.

Ademas se nota claramente el desplazamiento hacia un menor número de granos

por núcleo,cuando se incubó en presencia de 3H-E2 v exceso de DES. Este despla

zamiento indica que el 3 H-E2 ha sido incorporado en forma especifica.
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Unestudio en detalle de la expresión de ambos marcadores demostró que

mientras en las fracciones de baja y alta densidad, las células podían no expresar

ningún marcador o solo uno de ellos, una proporción (que fue diferente en cada tu

mor) de las células de alta densidad expresó simultáneamente CEAintracitoplas

mútico y RE(por ejemplo: en el caso 4,el 45 'r'.de las células REpositivas fueron

también DEApositivas).

Enla figura 28 se ven microfotografías de células reprentativas de las

fracciones 7 y 4 que han sido incubadas en presencia de 3H-tim y teñidas para CEA

como se describió en los Métodos. Las células de la fracción 7 poseen sus núcleos

fuertemente marcados con 3H-tim, su citoplasma es escaso y no expresan CEA.

Las células de la fracción 4 poseen un aspecto heterogéneo, en algunas el citoplas

ma es abundante y contiene CEA. Nose observó incorporación de 3H-tim en el DNA

en ninguna de ellas. En la misma figura se pueden ver células de la fracción lO

que fueron marcadas con 3 H-Ezy teñidas para CEA. La mayor parte de la marca

específica de 3 H-E2se encuentra localizada en el núcleo, aunque se observa algo

de marca en el citoplasma. Las células estan ordenadas en dicha figura en la for

ma en que pensamos ocurre la diferenciación celular.

Ill.e. Estudiossobre ganglios metastósicos

En las figuras 23, 24 y 25 se puede ver la dispersión de células a lo largo

de un gradiente de seroalbúmina y la expresión de CEAe incorporación de 3H-tim de

dichas células en cada uno de los gradientes de tres ganglios conteniendo metasta

sis.
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Figura 28 . Mrbrafoa’ mas de 65mm.?memes con ¡Mor oración a’eÉH-fim.¿9-53
l-'exgreszfih de ¿E4 . .-=iy 5, fueron marcadas can ¡rr-nm ll"Iafiía’as para ¿EZ-i,
corresponden a ¡a {recub}?71"1'respectivamente. 6‘,Gén/¡as marcadas con ¡ff-f; y
{añada para ¿35.4,fracción m. .4amante .t‘¡088.

Enestas tres metástasis es posible observar que la variabilidad en la dis

tribución celular a lo largo del gradiente no es tan grande como en los tumores

primarios. Enlas tres casos las células tienden a concentrarse en la mitad del

gradiente y practicamente no se observan células de bajas o altas densidades. Es

interesante resaltar que este patrón de distribución se asemeja bastante al que se

observó con las líneas celulares en cultivo.
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Todas las células que incorporaron 3H-timse ubicaron en la mitad del gra

diente en las mismas densidades que se habían observado en los tumores primarios

(como se observa en las figuras respectivas). Comparandocon las fracciones del

primario, se nota un aumento de 2 a 3 veces en el porcentaje de células que incor

poran 3H-tim.

En lo que respecta a la expresión de CEA,se observa en líneas generales

que decayó en forma muy importante en los 3 casos. La desaparición de la subpo

blación de células de altas y bajas densidades produce un desplazamiento de tal

manera que el pequeño porcentaje de células que expresa CEAse encuentra casi

totalmente superpuesto con aquellas que incorporaron 3H-tim. Es de hacer notar

sin embargo, que a pesar de esta superposición, no se observó ninguna célula con

3H-tim y expresión simultanea de CEA.

Engeneral los tamaños de los núcleos celulares que componen las metás

tasis fueron mas grandes que los de los primarios pero a la vez más homogéneos

(datos no mostrados).

Los resultados obtenidos utilizando suspensiones celulares a partir de

cáncer de mama humanopermiten extraer las siguientes conclusiones parciales:

* la distribución de células en un gradiente de isodensidad es muy heterogénea.

t la subpoblación celular que expreso en mayor proporción marcadores de dife

renciación (CEA,RE)esta compuesta por células pequeñas y de alta densidad; sin

embargo un porcentaje de células grandes y baja densidad también expresa REó

CEA.

t por otra parte las células proliferantes se encuentran dentro de una subpobla

ción de células de tamaño y densidad intermedia.
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IV. Efecto estrogénico sobre la proliferación tumoral

Ilha. Inducciónproliferativa por diferentes concentraciones de estradiol

Los resultados previos obtenidos en este trabajo de Tesis demostraron que

el segmento de células que se encuentra en activa proliferación en cancer de mama

no expresa receptores estrogénicos. La presencia de dichos receptores fue

asociada en mayor medida a un segmento de células diferenciadas parte de las

cuáles también expresaba CEAy en menor medida a un segmento de células de

mayor tamañ'o y baja densidad.

Debidoa que estudios previos realizados especialmente sobre lineas celu

lares demostraron el efecto mitogénico del estradiol surgió inmediatamente la

pregunta si la ausencia de REen células proliferantes estaría indicando que los es

trógenos no poseen efectos mitogénicos en el cancer de mama humano.

Debidoa la importancia de este tema, no solo desde el punto de vista del

analisis de los mecanismos de proliferación tumoral sino también desde el tera

péutico, decidimos intentar el estudio de los efectos estrogénicos en nuestro

sistema. Diversos trabajos habian demostrado que concentraciones fisiológicas de

estradiol inducirían el "reclutamiento" de células en (30/ G1y su entrada en ciclo.

El tiempo de entrada de estas células a fase S fue calculado en alrededor de 9-11

horas en la línea celular de cancer de mama MCE?(20?). Por lo tanto decidimos

incubar tumores primarios de cáncer de mama durante 18 horas en presencia de

diferentes concentraciones de estradiol.

En las tablas 6 y 7 se presentan los datos de todos los tumores incubados

durante 18 horas. Los tumores fueron divididos en aquellos con valores positivos

de RE(tabla 6) y el resto con valores negativos (tabla 7).

En6 casas no se consiguió determinar el contenida total de REpor diversos

motivos (escaso material remitido, fragmento no tumoral, etc. ). Comose obser

va, no en todos los casos pudimos realizar todas las determinaciones debido a la

insuficiencia del material recibido.
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La clasificación histolólgica de los tumores fue la siguiente: 18 fueron tu

mores ductales,’lI NÜS,4 lobulillares v l tubular. Veintidós tumores fueron grada

dos como bien diferenciados, 15 de los cuóles correspondieron a los tumores RE

positivos. Siete tumores fueron gradados como moderadamente diferenciados, 4 de

ellos correspondientes a los REpositivos, mientras que solo un tumor fue conside

rado indiferenciado, siendo REnegativo. Usando un valor límite de ll] f molesi'mg

de proteína, ¡9.80 pacientes fueron REpositivos (632). En las tablas 6 v ? se

puede observar el TLIde los diferentes tumores. Los tumores REpositivos tuvieron

un TLIde 0,71i 1,19 (promedio ¿0.8. ) siendo el rango 0,22-5,4 Z. Por otra

parte los tumores REnegativos tuvieron un TLIpromedio de l, 4 t 1, 47 (rango

0,23€,-4, 3 Z) no observándose diferencias estadísticamente significativas entre

ambos grupos (p>0,1 J.

Luego de una incubación en presencia de diferentes concentraciones de E2

pudimos observar un incremento significativo (mayor de 30?.) en el indice de cap

tación de timidina (TLI) en la mayoría de los pacientes (20.330); en el caso de los

tumores RE+, el incremento se produjo en 14.319tumores con aumentos del orden

de > 0,3 hasta 7,5 veces mós que en el control.

Conrespecto a los tumores REnegativos, E2tuvo efecto mitogénico en Bfll

(55 '21)con incrementos de >Ü,3 hasta 15, 'Fveces mós que en el control. Ademas

se observó que la concentración a la cual se produce el efecto fue indistintamente

IU'Ü Mó 10'9 M de E2 . Solo en dos casos (ll y 19, tabla 6) se produjo un significa

tivo incremento a una concentración de lu"? Mde E2. Los datos obtenidos indican

que no existe correlación entre el efecto proliferativo del estradiol v el contenido

total de receptores estrogénicos (figuras 29 v 30).

Conel objeto de realizar un estudio global comparativo, en la figura 31 se

muestra el efecto promedio de las diferentes concentraciones de estradiol sobre la

proliferación celular. Se observa que en aquellos positivos para RE, el mayor e

recto mitogénico se produjo a una concentración de HTe Mde E2 . Cabe señalar que

10-? Mde E2 produjo un aumento promedio de alrededor del SD'f. aunque este valor
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Tabla 6 . ¿{acia ¿sirogémbo wanhiess'ragémbo sobre ¡a grohïeramó}? de} cda-¡cerde
mama humana. ¿03 rumores fueron ¡hcubados como se describe en ¡a 580mb}?
Máfoabs.Enasia ¡ablase num-sim los ¿mn-3 conconiemb‘bpositivoak mima
esirogéhicas r'ïl‘¡0 ¡males-ww de profeihaj.

T.L.l
Caso Basa] l E2 l 10-9 M E2 ¡0-9 M E2

x ¡0-9 ¡0-9 ¡0-7 +nEs +MAF +TAM +nEs HIAF +TAM

Incremento (n V8088)

1 5.4 0.8 1.2 0.81 1.2 - - - - 
Z 1.5 1.5 3.0 1.3 - " - ’ ' 
3 0.5 ¡.6 '?.8 0.8 1.0 - - - - 
4 0.3 3.8 1.6 G.8 1.8 - - - - 
5 0.2 3.8 - - 1.2 - - - ' "
8 0.2 5.6 - - - - - - - 
? 1.0 0.9 1.5 0.8 1.0 - - " - '
8 0.? 0.? 0.9 1.0 1.2 - - 0.9
9 0.2 1.1 2.8 0.6 1.1 12 0.8 2.4 B 1 1
IU 0.25 1.0 4.3 - 1.El - - 1.0 - 
11 0.2 3.? 2.2 7.4 1.6 - - 2.2 - 
12 0.2 5.1 '?.5 1.5 3.2 0.9 1.7 5.5 8.0 1.?
13 0.4 0.8 1.0 1.0 0.9 1.1 1.0 1.0 0.8 1.2
14 0.5 0.8 1.0 ¡.Ü 0.8 0.8 0.8 0.9 0.8 0.8
15 0.7 3.2 1.5 - - ‘ - - - "
16 0.6 2.6 1.4 " 1.6 0.9 0.9 ' ' ‘
1'? 0.3 1.2 ¡.5 0.9 1.1 1.1 0.9 1.2 0.9 0.9
18 0.1 1.3 1.1 1.0 1.0 1.0 1.1 1.1 1.1 0.9
19 0.1 2.1 3.6 2.3 1.? 1.4 1.4 2.3 ¡.4 1.4
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aumento en la proliferación tumoral producido por 10’9 My 10‘9 H de E2fue practi

camente similar (Hg. 33). Sin embargo en tumores REnegativos, mientras que el

incremento en e] TLIen presencia de 10‘9 ME2fue de alrededor de 4 veces, este se

incrementó hasta 6,6 veces en presencia de 10'9M de E2, duplicando el aumento

producido por similar concentración de E2en tumores positivos para RE(fig. 33).

"CambiosenelTLIconrespecto

alcontra(n-veces)

.

RE ( fmoleslmg proteína )

Figura 30. fnaremm’o en e! .32l fl efecto carry"¿nico rs ¿mm-¡ida rata}de RE.
Verfigura ¿79.Se premura/7 ¡os ¡amores incubados en presa/¡cm de ¡0-8 H 53.
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Figura 29 . Incremento en e! ¡Z¡por efecto est/"abanico r3 coniemda tota! de RE.
Se grant-¿iron {00'03¡03 tumores REpositivos rhcuüados-en presencia de ¡{2'57ME; .
f! ¡haremenw se ¿wresa en unidades arüz'trar'zascon respec-z’oaf contra}.

e‘.resultado dei efecto producido en ios caeoe 11 y 19.

La figura 32 muestra que los estrógenos también poseen un efecto de in

ducción proiii’er-aïi's'a en carc.r:cmae :PÍmGHG’: de rr:-3rr:aPE 'zegci‘voe. Este efecto

que en principio podria ser 'rze.z’-‘:'cc:-‘--'-ser: :r.:'r'7'-‘-' ‘ r:rz‘e ‘: :‘e-c-ue‘nc'r. Si

mayorefectose observa iamo'er i: x: ::.'ce"'::‘:' :e 'Z"’3‘H "'="' e e

Mde E2no posee ningún efecto.

La particularidad de ioe datos:¿:2r-e'.'n:"e"e3' :"::::5 ".e :.e ee 'ï":’ :'

en consideración todos ios tumor-ess-eeil.ia‘cc':':. í' x 7.35;: :: :1' :: " ::':'. '23

remitimos solo a aquellas: casos donde ee DF'CI‘ajE‘7Z':,"‘5":5 e' '- :L' e E'EZ'

to estrogénico. Comopodemos ver en ia ser-ie de 'mc'es : : 3"'-:a :2' : 3-2. e'
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HLB. Efecto de agonistas z antagonistas estrogénicos

Cuandoanalizamos los efectos inhibitorios producidos por agonistas o an

tagonistas estrogénicos en tumores REpositivos observamos que la mayor inhibi

ción en presencia de 10‘9 Mde E2se obtuvo con el agregado de un exceso de naioxi

dina que inhibio casi totalmente el efecto proliferativo inducido por E2. La inhibi

ción en presencia de tamoxifeno fue de alrededor del 85 'x’.y se redujo al G93'.en

presencia de DES(Hg. 34}. Esta situacion se revirtió parcialmente cuando se ana

lizó el efecto de los inhibidores en presencia de lÜ‘ÜMde E2¡tamo'xifeno produjo

7 7 1O 33on.
7 uno“

"3Co,
0')2... - +c .A

, Fl“; DES
—‘6 +

7 "¿'- TAM
s= +

3 NAFu... Cú .201.
.0

7 É

9,,"

Figura 34 . ¿recio de 5‘55,¿{JF l-'Más?sobre e} ¿{acia grvfiferamva inducido ¿or ¿»L
¿as sabiascsrrespanden a tumores Alfpasifiras ¡acusadas en presenaa oieH?" M
¿13:0) ¿fado de Ef 303g: a) ff + Inhibxb'an:¿755¡97:9casos), ¿MFy MM {Lo-ii}.
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una inhibición de casi el iElÜ'22,mientras que nafoxidina inhibió solo en alrededor de

un BD'22. El agregado de DESprodujo la menor inhibición que fue de alrededor dei

453".(figura 35 ).

4..
—1 '-'1

8 i
o É

Si,"
55 S +
_. Q NAF

.-.'_S_2_ É
ag %
eg É +
37'. \ TAM-- \
.n c \
E. - . \\8 \\\

Figura 35 . {recio de 8.65. MF r ¡4M ¿more e! efes-{ooroh‘fer-az’z‘womayoreo gar E}
Los daros corresponden o tumores FE 1‘:houbados en presencm de ffi’Ó’M53:1])
EÏE'EI’Üde 5933115:: Ii EP 1‘mmmvm: ¿755 1'}?=.6'..J,¡NF _l-'MM {law-4.).

Estos datos fueron también analizados en ios tumores REnegativos (figura

36 }. A una concentracion de ¡[F9 Mde E2 , nafoxidina y tamoxifeno inhioieron to

talmente el efecto estrogénico con la salvedad de que estos datos corresponden

solo a dos casos. El agregado de DESprodujo una inhibición de casi un SD3€.Mere

ce destacarse asimismo que un exceso de DESno produjo prácticamente ningún e
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facto inhibitnrio sobre ia actividad mitogénica de iÜ'e Mde E2_ Los datos acerca

de ia inhibición producida por nuiüxidinu y tamoxifeno coresponden a un 3010 pu

ciente y se puede observar que ambos antiestrúgenos inhibierún casi tatuimente ei

efecto producido por 10's Mde E2{caso H, tabla 7).

4..
n

o DESa‘á 
87; - \
c3 É8; \-;; \
"3: F r É:gL :\\cc \
“8 ESb \\
376 \%._ \a \
e c \
'° AM \

o ' NAF T É\\\
É

Figura 36 . ¿fa?on de ¿255,¿HF i"MMsabre 8.?efácio arafiferm’ír'a ¡hühfirfflpar Ep.

¿05 daros ¿'arr-espvno’an a Iumares FE nfigair'i-‘os. 855 a, ¡{Í-5':9!E; ¡'L'FH.’.955a, f5“?

M¿a r'h=5..!.'¿HF ,l-'HM, JJ” Mf; (kv-if}.
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IV.c. Correlación entre el nivel basal de TLIz el incremento en el TLlpor efecto

estrogéníco

Conel objeto de determinar si la variación en el TLIproducida por el es

trudiol posee alguna relación con el nivel basal de TLI, ambos parámetros fueron

comparados entre si. Los resultados obtenidos muestran que existe una correla

ción inversa entre el aumento en el TLIpor la inducción estrogénica y el nivel basal

de TLI . Esta correlación inversa se evidencia tanto a 10‘9Mde E2 (fig. 37) como a

10 o

o 6ao
cu
O.
unUAhanoC
si 6*

l O—C.4h“ °
3.8.
cc: 1,."8 8‘
.876 _oo
.0
E o o
N Oo 2,0

0 o

3:3 o0...0 o O

0 2 lo 6

TLI (’Io cel.)

Figura 37. Incremento en e} IU gar ¿recio esrragém'co ¡»3IU basa}. Se grafica
ran ¡03daras de todos las tumores ¡haubaa‘osen presencia de m" M{a E}incre
menia está grafibaa'oen unidadesarbitraria con respecio a}control. 0,!tumores
á'ff.‘a! RE:
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10'9 Mde E2 (fig. 3B), parece ocurrir en formo independiente de la presencia de

RE, siendo 3m embargo más notable en OQUBHOStumores considerados REnegati

V03.

ML °

o’á
z: °
5?se °‘h
:3 o
c o

a? «

a ° °.0
2. :..

.155" o o .
o

o T 3 o

mas!)
Figura 38. ¡mmm ene}ñ:fM efectoeefm" ravre HfMeu}.¿‘mespmde
a los daros a’etodos las tumores rhoubadosen presencia de m-ó’H53. Para más
detalles ver figura 3?.
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IV.d. Efecto estrogénico z expresión de ras 9-21 z CEA

Conel objeto de analizar con mayores detalles las características celula

res de los tumores que fueron inducidos a una mayor proliferación por E2, cortes

histológicos fueron analizados para la expresión de ras p-Zl v CEA.El analisis

morfológico in situ demostró que las células "reclutados" de la quiescencia por el

E2se asemejan a las que se encuentran normalmente ciclando en el momento de la

excisión quirúrgica, es decir células de tamaño intermedio o grande, relación nú

cleo/citoplasma elevada v sin expresión de CEA.Por otro lado observamos que

gran parte de las células reclutadas expresaron ras p-21. El análisis global de la

expresión de ambos marcadores se ve en la tabla 8; los tumores REpositivos ex

presan ras p-21 en menor proporción que los REnegativos (87?. contra 827.). A pe

sar de que es también menor el porcentaje promedio de células ras-le positivas

en los tumores REpositivos, este dato no es estadísticamente significativo. Cuando

los tumores REpositivos fueron discriminados entre aquellos que respondieron al

E2y los que no lo hicieron, el porcentaje promedio de células ras p-21 positivas

resultó ser 3 veces menor en los tumores respondedores, siendo este dato esta

disticamente significativo (p< 0,05 ). Nose observaron diferencias cuando se ana

lizó el nivel de ras p-Zl en tumores REnegativos respondedores v no respondedo

res. Undato que cabe mencionar fue que el nivel de ras p-Zl en los tumores RE

positivos no respondedores fue similar al de los tumores REnegativos (33,5 1

33, T'f.contra 39: 33, 67.).

La expresión de CEAes mayor en tumores REpositivos que en los REnegati

vos, tanto en lo que respecta al porcentaje de tumores positivos como en el pro

medio de células CEApositivas. Nose observaron diferencias cuando los tumores

fueron discriminados en respondedores y no respondedores a E2(tabla 8).



Tabla 8 . Efecfa esfrogémioo l-'argresxóh de ras ¡2-2.! I"¿IE-1

¡22

REnegativosTumores REpositivos

ras p-Zl
positivos 67?.° (12:48)|J

z de células positivas
para ras p-21

a) todos los tumores

b) tumores respondedo
res a E2

c) tumores no responde
dores a E2

171 251° (18}

10,8119,l?2(13)

33,5: 33,7316)

82?. (9.311 1'

39133,5101)

41: 38,5?1'I5)

3?,31 32,513.(6)

CEApositivos

l de células positivas
para CEA

a )todos los tumores

b) tumores responde
dores a E2

o) tumores no responde
dores a E2

647.(16/l9)

29,9: 2177.09)

29,7: 21327.01)

30.2: 29.216)

367.(4m)

19,41 26?:(11)

18,81 24,4H6)

22.5: 27,4105)

a: parcemajb de rumores: b: núhera de rumores: c: promedio _+ü. 5‘.

V. Caracterización de células transicionales en tumores primarios

de mama

Comopudimos determinar al comienzo de estos estudios, el número de cé

lulas positivas para CEAse encuentra inversamente relacionado con el índice de

proliferación tumoral. Asimismodemostramos una correlación similar entre la

presencia de REy el valor de TLI. Unode los datos mas interesantes que habiamos
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podido observar era que mientras que CEAv REpueden ser expresados simultanea

mente, no se observó ninguna célula que tuviera marcado su núcleo y que expresa

ra CEAluego de una incubación durante 4 horas en presencia de 3H-tim. Sin embar

go durante el estudio del efecto estrogénico sobre la proliferación del cáncer de

mama, pudimosobservar en los controles de ciertos tumores imágenes de células

con precipitado de plata como resultado de la incorporación de 3H-tim v que expre

saban CEAen forma simultanea.

Dadolo interesante del hallazgo por la posibilidad de que éstas fueran cé

lulas en transición hacia la diferenciación, decidimos ampliar estos estudios. Se

estudiaron 35 tumores, 29 de los cuales poseían procentajes variables de células

con expresión positiva de CEAv solo en 6 no se observaron células positivas para

CEA. En23 de los 29 tumores positivos, pudimos observar que las células en fase

S o en mitosis no expresaron CEA. Sin embargo en B de los 29 tumores, un porcen

taje variable de células en fase S del ciclo celular o en mitosis expresó CEAsimul

táneamente. En la tabla 9 se puede observar que el TLIde los tumores que poseen

células con marca en el núcleo v positividad para CEAes bastante variable. A pe

sar de ser también muv variable el porcentaje de células con marca en el núcleo v

positivas para CEAen los diferentes tumores, existe un tendencia hacia niveles

mas elevados de este tipo de células con valores mas altos de TLI.

Tabla 9 . Correfacrbh ¿wire ¡a SMI'ÉSIIS‘de ¿767.4,l-'la expreszóh szmwfáhea de ¿26.4.

Caso T.L. l. REIRPga Células marcadas

'21 (fmoles/mg Prot) CEA+('/.) CEA-{'/.)

l 0,49 32/ND ll 89
2 0,?1 ND l? 83
3 1,02 34f28 3B 84
4 2,20 8,3/ND 3D ?Ü
5 3,80 ÜIÜ 5? 43
B 5,40 83!93 3? 63

a) A’Ev'fifig=Recepiares Estrogéh¡coa-'Weoepiores de progesterona
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Morfológicamenteestas células poseen tamaños intermedios y su disposi

ción intratumoral dependió del tipo de tumor. Enalgunos tumores se las observó

dentro de nidos de células positivas para CEA,morfológioamente similares y sin

marca en el núcleo (figura 39 A y B). Enotros tumores se los localizó formando

'| ‘ A I - . v n ';l l ¡í l ¿“Ut Afina. ' ¡w
' . ‘1.”?q 3‘! fi ' yÍ' v t _I ' .

, "A \ t ’ ' n
. ‘ v ‘1 _ y '

. 1*

1 A: v
’ ¡»w

l

Figura 39 . Mic-mmm rwbe de rumores con ¡hear aroma}? de JH-z'fm ¡-'ex #8312???
de ¿IE-ri. Para deiaffas ¿étnicos war {gara 51" Más’aa’as. ¿55 {Fechas 3654332762?¿flame
¡me Incorporaran 33-11???_l-'¿arrasan (“E-siSihwfiáheamenie. a, aumenfo .k'mm: b,
¿rumania Jr 588: 5-, aamem’o .k'4496*.
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grandes colgajos celulares, en asociación con células de otro tipo. Enel colgajo

que se muestra en la figura 39 Cpodemos observar en el extremo izquierdo de la

parte superior un grupo de células que no expresa CEA,parte de las cuóles se

encuentran en activa síntesis de UNA;éstas estan separadas de la gran masa de

células que expresa CEAy cuvo tamaño es menor que el de las que no expresan.

Asimismo se puede observar una célula con marca y CEApositiva, en una posición

muy cercana a las células en proliferación que no expresan CEA.

Otro de los resultados interesantes que surgió de la incubación de los tu

mores durante 18 horas en presencia de 3H-timfue la aparente falta de correlación

observada al comparar los valores de TLIcon la expresión de CEAo con el conteni

do total de RE.

En la figura 4Dse comparó el índice de proliferación tumoral con el conte

nido total de REen los diferentes tumores estudiados. Resulta difícil establecer

una correlación entre ambos valores v solo se observa una tendencia por la cuól

aquellos tumores con altos valores de TLIposeen bajos niveles de RE.

La figura 41 muestra que no existe ningún tipo de correlación cuando se

compararon los valores de TLIcon los de CEAencontrándose tumores con altos

niveles de TLIque no poseen células positivas para CEAmientras otros contienen

más de un 75 'I.de células positivas. Este dato se origina principalmente por la

detección de células en fase S que como hemos visto expresan simultáneamente

CEA.

VI. Expresión de p-2l en tumores primarios de cáncer de mama

Comohemos visto a lo largo de este trabajo, existe una considerable hete

rogeneidad celular en cáncer de mama humano dentro de la masa de células epite

liales tumorales. Esta heterogeneidad se puso especialmente de manifiesto a tra

vés de la expresión de marcadores de diferenciación y el potencial proliferativo.
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Unode los oncogenes que ho sido asociado en mayor medido o tumores

sólidos de orígen epitelio] ho sido el c-ros. Enfunción de los resultados obteni

dos en la primero porte de esta tesis decidimos realizar un estudio acerco de lo

expresión del producto proteico del c-ros en cáncer de momo y su posible aso

ciación con alguno subpoblooión de las descriptos en formo precedente.
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Inicialmente se realizaron diversos estudios para la determinación de p

21 en diferentes condiciones. Cortes de tumores obtenidos por congelación fija

dos como se describió previamente, fueran incubados en presencia de] anticuerpo

como se describe en la sección Métodos. Para nuestra sorpresa no pudimos de

tectar expresión positiva en ningunode los tumores probados. Sin embargo, se

detectó expresión positiva en cortes de tejida obtenidas de tumores fijados con 4 'l.

de p-formaldehído e incluidos en parafina.

En las microfotografías de la figura 42 se puede observar la expresión de

p-21 en cortes de tejido, usando diluciones diferentes (concentración origina]:

100 pg/ml ), del anticuerpo monoclonal Y13-259. El tipo de células que expresan

p-21 son las dei epitelio maligno (figura 42,a,b). Además de la reducción en el

porcentaje de células positivas, se puede abervar también una reducción en la in

tensidad de la positividad. En la misma figura se observa la falta de positividad
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cuando se usaron cortes par congemción (fig. 42 c), así cama cuando en las cor

tes de parafina se sustituyó el anticuerpo anti p-21 por cualquiera de las mencio

nadas en la sección Métodos (fig. 42 a J.

l y,“ ’ " . . I .

x . _ , i . .1 ' t. a ..-' . l . Y 1 4 .

3 2* a dr) Í’. I 1C" í: I a. 1‘!" H; , J | " ' “y ó”'. Y. s , ‘ , q A, . 4 ‘ | ¡ A ‘ . ‘ ‘l h.M———-w_.mmu 5:15.54 Ko’ ¿ "4,, ¡ n . :Jí l 1'¿I ¡1

Figura 42 . fierermmaczzih ¡hmmam'sz'agm'mrbade ras p-¿’I 437ge! .40 M r'IJ-ZSF.
miás hrbfofógmsa?{ams a?¡mmm{W MMS m e!.46H¿rm se
describe en #510605; .4 ,Ia'f, Spa-img B, Ika-9972:ü, .¿lcMda rafa ¡hespaciïiba usa
a’a¿amo ¿”miran .4,5*y ¿Ífueran Wade“;con p-formala’ema'a: ¿3 car-re por ¿range
¡aoráh
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V1.8. Expresión de ras 9-21 a diferentes concentraciones del anticuerpo Yl3-259

Debidoa que estudios previos sugerían que la expresión aberrante del on

cogene ras en tumores humanos sólidos sería de orden cuantitativo y no cualitati

vo {por mutación) decidimos evaluar la expresión de su producto proteico p-21 a

tres concentraciones diferentes del anticuerpo Yl3-259.

Conel objeto de definir con mayor precisión el significado biológico de la

expresión de p-21 en carcinomas primarios de mama se estudió dicho protonco

gene en función de otros parámetros de proliferación y diferenciación. Se estu

diaron 34 tumores de los cuales 2| (6271)expresaron ras p-21 a una dilución de

1:20. Los resultados se muestran en la tabla 10. Comose puede ver, a medida

que decrece la concentración del Ac M“3-259 tanto el porcentaje de tumores

positivos como el número de tumores con alta expresión de ras p-Zl disminuye.

Tabl a l 0 . avisaron de m5 9-2.! en calamarde mama Mami-w.

"3-259 Tumores positivos Distribución de la positividad (n)

(ugfml) n z 1 1+ 2+ 3+ 4+

5 21/34 62 8 3 3 5 2
2 l4f34 41 4 5 2 1 2
l 12/34 35 3 8 l 2 Ü

n' Mm a?¿We-3

VLD. Correlación entre las expresión de ras p-21 y la diferenciación tumoral

Cuandose compararon estos dos parámetros (tabla ll IIse observó que la

expresión de ras p-21 estaba asociada en forma significativa con tumores pobre
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mente diferenciados. Todos los tumores p-21 negativos a suga’ml fueron tumores

bien diferenciados (grado I ). Delos tumores con expresión positiva de p-21,

8¡21 tenian menos del 1?. de células positivas, siendo ’i'de estos 8, tumores dife

renciados (grado I ). Por otra parte, de los ll] tumores con >257.de células po

sitivas, solo 2 eran diferenciados.

En la tabla ll se puede observar también, que a Zuga’mldel anticuerpo 19

de los 20 tumores negativos son bien diferenciados. A esta dilución, todos los

tumores con mas del 25 Z de células p-21 positivas fueron semidiferenciados.

VLC. Correlación entre la expresión de 9-21 2 el contenido total de RE

El valor promedio de REen 9 tumores negativos para p-21 fue de 44,0 1

82,0 fmolestg. de proteína, que no fue muy diferente del valor obtenido para

los tumores p-21 positivos que fue de 42,9 i 18,2fmolesx'mg. proteína. El valor

promedio de REdescendió en los tumores positivos para p-21 a 32, 2 i 38, 7

fmolesímg de proteína a una dilución del anticuerpo de 1:100, sin diferencias es

tadísticamente significativas. Tampocose encontraron grandes diferencias cuan

do se comparó entre la presencia de p-21 y la de RE, ya que el 8’?Y. de los tumo

res p-21 negativos contienen RE, valor que no difiere del 65 'f. que se encontró

para los tumores p-21 positivos.

A pesar de que estos resultados estarian indicandoque no existe corre

lación alguna entre ambos marcadores, merece destacarse el siguiente resultado

cuando se consideró solo los tumores positivos para p-21: la figura 43 muestra

que SIS tumores con más del 50 "f.de células p-21 positivas poseen valores nega

tivos de RE, siendo el promedio total l4, 9 t 33,5 fmolesfmg de proteina; por otra

parte solo 21’14tumores con menos del 50 'Z.de células positivas para ras p-21

son negativos para REsiendo el promedio total 55, Üt 48, 6. Estos datos estarian

sugiriendo que aquellos tumores con alta expresión del ras, tendrían una tenden

cia a ser REnegativos.



Tabla H. Correlación entre la expresión de p-Zl y la diferenciación
tumoral

Grado de Diferenciación
Concentración Expresión de

(ug/m1) p-21(a) l ll y lll

b c
-- 100(13/13) 0(0/13)
1: 66 (7/6) 12(1/6)

5 1+ 67 (2/3) 33(1/3)
2+ 33 (1/3) 6'? (2/3)
3+ 20 (1/5) 80 (4/5)
4+ 0 (0/2) 100 (2/2)

-- 95(19/20) 5(1/20)
11 8? (2/3) 33(1/3)
1+ 50 (3/6) 50 (3/6)

2 2+ 0 (0/2) 100 (2/2)
3+ 0(0/1) ¡00(1/1)
4+ 0 (0/2) 100 (2/2)

-- 90 (26/29) 10 (3/29)
11 33(1/3) 6'? (2/3)
1+ 50 (3/6) 50 (3/6)

1 2+ 0(0/1) 100(1/1)
3+ 0 (0/2) 100 (2/2)
4+ PLC. ¡1.6.

a. -) 07.de células positivas; 1:) s 1?.de células positivas;
1+) 1-25 7.12") 26-50743+) 51-7575 4+) 76-100 '/.

b. porcentaje; c. número de tumores; PLC)ningún caso
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VLC]. Correlación entre la expresión de p-21 y el índice de marcación con

timidina STLI

Enla figura 44 se encuentra graficada la relación entre el estado prolife

rativo de los diferentes tumores y el patrón de expresión de p-21. Se puede ob

servar un aumento paulatino en el TLIa medida que aumenta el número de células

positivas para p-21. Exceptuandoun solo caso, el resto de los tumores con me

nos del 50 Y.de células positivas (26 casos) posee un TLI5 1?. . Por otro lado,

SIS tumores con > 50 '.¿de células positivas para p-21 poseen un TLl 2 21.

6'»

O

O

4 D

A- O00

55 .

.J
O

P- o
2 D . o

O

. o
O

E ° 2 .O . Ó
0.:. g. i.0

O o I: ao 4*1‘ 20'

p-21(°/oce|)

Figura H . Carrefagzvhentre el JI l I"¡a exgregiah ge ras 2-21. fumares Incuba
a'os obrante h? horas con ¡rr-nm fueron reaccrbnaa'os can e! .40MVII-¿’55?a una
conveniraczó'n de 5;1g.-"mf.todo si'mboio corresponde a ¿mcaso.

La correlación directa entre la expresión de ras p-Zl y la proliferación

tumoral fue confirmada cuando ambos parámetros fueron compardos a las dife

rentes concentraciones del Ac MYl3-259. En la figura 45 es posible ver que exis

te un aumento paulatino en el TLIde los tumores ras p-21 positivos a medida que

aumenta la dilución del Ac M. Las diferencias con los tumores ras p-Zl negativos
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fueron estadísticamente significativas a todas las concentraciones (p<Ü,05,

p<0,001 y p<Ü,OÜIen 1:20, 1:50 y ¡:IÜÜ respectivamente).

9-21-0

2 a b c

E —
0
¡81.

ri 9-21r—
a b c

G

Figura 45 . Correfaczeh enfre e! ILf l-‘¡a exgreezb’hde ras g-¿’l a diferentes can
eenfraezóhee de} .40M 1'73-¿’59. Tumores ¡acabados {8 horas con ¡Ir-nm fueron
reacczbnadae con e} .-=l¿Wanti ras p-ZI; a, 5;:9."?WZ{e, fpgxmz.‘ c, ¡ya-m}; p-Z! -,
rumores me p-¿’f negativos: p 1?! +, rumores me p 2'"!poer'mu-ae.
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V1.9. Correlación entre la expresión de 9-21 z la de CEA

Enla figura 46 se puede ver que no existe ninguna relación aparente entre

lo expresión de ras p-21 y CEA. Sin embargo resalta el hecho de que un número

importante de tumores tuvo la capacidad de expresar simultaneamente niveles

elevados de la proteína oncogénica y de un aparente marcador de diferenciación

como CEA.La pregunta que surgió inmediatamente fue intentar demostrar si las

subpoblaciones celulares reponsables de la expresión de la proteína ras p-21

eran las mismas que expresaban CEA.

Mr g O

o W U O 
O.

1:44g O O O
Oé.
,_ o
N ‘1 ’ Ó .
A

O H U
.0 O. O

0- 3' 0509:
0 lt 1+ 2+ 3+ 4*

CEA (% cél)

Figura 46 . órgano}? de ras gn?! 1-29exgresióh de ¿IE-á. ¿laspz?! fue determina
do a una concentraczbh de 5 ¡za-WN.Cada sfhvbofo corresponde a fos ¿Tazasde un
rumor.
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VLÍ. Identificación in situ de las células positivas para 9-21 z para CEA:

comparación con las células en activa síntesis de DNA

Comose observó previamente en la parte de la tesis dedicada al estudio

de la relación entre las células que sintetizan DNAy las que expresan CEA,se de

terminó que en la mayoría de los tumores la expresión de CEAestuvo asociada a

celulas pequeñas, con núcleos oscuros localizadas formando nidos o distribuidas

en el tejido estromal y que en general no se encontraban ciclando. Sin embargo

en varios tumores observamos que ademas de estas células, otro tipo de células

mas grandes y con núcleos más claros también podían expresar CEA.

Al estudiar en forma comparativa aquellos tumores con expresión simul

tanea de p-Zl v CEA,observamos que en gran parte de éstos la subpoblación de

células con expresión positiva de ras p-Zl no expresaba CEA(fig. 4'?a,b). En

otros tumores la misma subpoblación de células podía expresar CEAy ras p-Zl

como se observa en los nidos celulares de la figura 4'?c y d; sin embargo las cé

lulas de menor tamaño que se encuentran rodeando a los nidos de células positi

vas para ambos marcadores, expresaron solo CEAy no ras p-Zl . Esto se observa

con mavor claridad en la figura 4? e donde la ampliación de parte de la microfo

tografïa de la figura 4? c, permite observar que los citoplasmas de las células

de mayor tamaño poseen expresión positiva para ras, mientras que los de las cé

lulas mas pequeñas que rodean el nido no han reaccionado con el Ac MYl3-259.

La expresión de ras p-21 asociada a células de tamaños intermedios o

grandes y núcleos claros fue el patrón celular observado en forma mas frecuen

te. A lo largo de todos estos estudios no pudimos observar expresión de ras p-21

asociada a células de tamaño pequeño v núcleos oscuros. Cabemencionar asimis

mo que los tumores sin expresión de ras p-Zl incluso a la mayor concentración

del anticuerpo Yl3-259 (Spgfml ) demostraron estar formados por una absoluta

mayoría de células de pequeño tamaño y núcleos oscuros.
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Ladisposición intratumoral de las células ¿en expresión positiva de ras

p-21 fue muy variable; en ciertos casos se las localizó en forma de nidos o colga

jos donde la mayoría ó todas eran positivas para p-21 con intensidades similares

(fig. 4?, a,c e y fig. 48 a). En otras oportunidades se las encontró en nidos de

células morfológicamente similares, que poseían diferentes intesidades de ex

presión de ras p-21 ó que no expresaron (fig. 48 b). También se las observó en

tremezcladas con células mas pequeñas negativas (fig. 4'?e) o esparcidas en

grupos de células dentro del estroma (fig. 48 c,d).

La incubación de estos tumores con 3H-tim nos permitió comparar las cé

lulas en replicación con la expresión de ras p-21. La figura 48 a muestra una cé

lula en activa síntesis de DNAcon gran precipitación de granos en su núcleo y que

posee expresión citoplasmótica de ras p-21; dicha célula se encuentra en un nido

compuesto por células morfológicamente similares con gran expresión de ras p

2l y que no replican su DNA.En la figura 48 b se observa que la única célula en

replicación es la que posee la mayor intensidad de expresión citoplamótica de p

21; por otro lado la figura 48 c nos muestra dos células con gran precipitado de

granos en su núcleo, mientras que solo una de ellas expresa ras p-21.

Enla figura 49 podemos ver asimismo el colgajo de células descripto

anteriormente para la expresión de CEA,que fue también teñido para determinar

la expresión de p-21. La microfotografía muestra que el nido de células que se

encuentra en el extremo señalado por la flecha y en el cual parte de las células

están en fase S es negativo para CEA,pero todas sus células expresan p-21. Por

otro lado dentro de la masa de células positivas para CEA,solo parte de ellas

expresan p-21 simultaneamente.

Unesquema acerca de la correspondencia entre los tres tipos celulares

descriptos y el modelo de las jerarquías celulares se muestra en la misma figu

ra. Las células marcadas estarían en un nido de células stem que no expresan

CEApero sí ras p-21 y en el cual algunas células estarían en Gomientras otras

replican su DNA.La gran masa de células de esta colonia son positivas para CEAy



¡39

Figura 48. Mbrofoiografibs de tumores con ¡haorgaracñn de ¡ff-fin?I-'exgresfih
de ras 2-2}. ¡amores Jhcubadas f8 horas con ¡ff-11mfueron reaccrbnados con el
.40M PIE-¿"557..4, 61-6, ¡as flechas ser'ñzlan 06'74!!thque expresan ras p-¿’f y frie
nenmondo su núflea.‘R, ¡a flecha sehbfa ¡a expresüh de ras pz?! en ¡a cara

¡prema’a'e la membrana plasmá'z’zba..4amante .k'500 en todos ¡os casos menos en CM“ 900.. .
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no estan marcadas, presumiblemente por ser células en transición hacia ia dife

renciación que ya han perdido la capacidad de dividirse. Entre un tipa y el otra de

células, se encontrarían las células transicianaies que a pesar de que han co

menzada a sintetizar marcadores de diferenciación, aún poseen ia capacidad de

duplicar su DNA.Qarte de estas células en transición tendrían la capacidad de

expresar CEAy p-ZI simultaneamente.
:'¡ w \'.4 y

3-43.) ’.
u Y

Figura 19. agresiva}?de ms 2-31. ¿“5.4e
inmmm'ón de JH4210?.Comparada}?cm

.e}madeiode las jerarquías cefuiares.
Para las afirEi-wmras ¡verfigura f.
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V1.9. Localización intracelular de p-Zi

Enlíneas generales la localización intracelular de p-21 fue citoplasmúti

ca. Sin embargo en diversas oportunidades se observó que en parte de las célu

las la expresión de p-21 se encontraba localizada en la cara interna de la mem

brana plasmática (fig. 48 D). La diferente localización intracelular no estuvo

relacionada con ningunode los parámetros estudiados.

VII. Expresión de c-mïc en cáncer de mama humano

Estudios previos ya descriptos en la introducción sugirieron que la

transformación maligna de una célula requiere de al menos 2 protoncogenes acti

vados. Además del c-ras , otro oncogene que ha sido demostrada su amplifica

ción en tumores humanos es el c-myc.

Conel objetivo de poder establecer la posible relación entre las diferen

tes subpoblaciones celulares que componen un tumor y la expresión del c-myc in

tentamos desarrollar una técnica de determinación simultánea de un antígeno por

inmunohistoquimica y el analisis de la expresión del m RNAdel c-mïc por hibri

dación in situ, utilizando cortes de tejidos de tumores de mama.

VILB. Detección de la egpresión del c-mgc por hibridación in situ

La puesta a punto de la técnica de hibridación in situ o hibridación histo

química se basó en la utilización como control positivo de la línea promielocítica

humana HL-GÜya que diversos estudios establecieron que esta línea posee ampli

ficado el gene c-myc y que su expresión está considerablemente aumentada du

rante la fase exponencial de crecimiento (144 ). Comocontrol negativo utiliza
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mos cortes de tejido placentario a término (196). En la figura 50 A v Bse pue

den observar microfotografias con la expresión del m RNAde c-mvc aumentada

en HL-BÜque se manifiesta por la presencia de un precipitado de marca sobre el

citoplasma o en algunos casos sobre el núcleo mismo. Encomparación con la

expresión en HL-BÜpodemos observar que en la placenta a término se pueden de

tectar ocasionalmente algunas células con precipitado de plata (fig. SOD).

El análisis cuantitativo de los datos obtenidos de cinco experimentos no

simultáneos, nos permitió determinar que en placenta el porcentaje de células

con probable expresión del c-mvc no superó el 2,0 '22del total de células. Este

porcentaje incluye además la hibridación inespecífica como resultado de la unión

de la sonda a diversos componentes celulares. Diversas modificaciones en la

temperatura de hibridación y de lavado así como en la concentración de sales

fueron realizadas hasta conseguir la mejor relación entre la señal y el fondo.

Luegode obtenidas las mejores condiciones de hibridación intentamos de

mostrar en un siguiente paso si la señ'al de hibridación que se detecta es específi

ca para RNA;para ello se tomaron células HL-BÜen las cuóles se determinó la

expresión del c-mvc con un control paralelo tratado en forma previa a la hibrida

ción con una solución conteniendo 2. Ümgfml de RNasadurante l hora a tempera

tura ambiente. Comopodemos ver en la microfotografia de la figura 50 Cla se

ñ'al de hibridación es reducida a los niveles del fondo luego del tratamiento con

RNasa, tanto a nivel del citoplasma como del núcleo, sugiriendo que la señal ob

tenida en el núcleo estaría identificando RNAv no DNA.

La confirmación de estos resultados se obtuvo al realizar experimentos

similares en cortes histológicos de tumores de mama fijados con 4'):de p-formal

dehido. Enla figura 50 E (izquierda) podemos ver el precipitado de granos obte

nido al hibridar tumores de mama con la sonda del c-mvc. La distribución de gra

nos es diferente a la observada con las HL-BÜva que mientras en la linea celular

el RNAparecería estar disperso en el citoplasma, en el caso de las células de



: J '
' ‘ « k, ' .4 l ' v

5 1.4

Q c...bg ¡JI/J 1M}!
‘ ú l .‘I-. V “ Ii

‘ I y. ax' x 7’“-
. W». . M;

( ' 4n ¡1' y gi: ¿,2- ‘
, r ' 1 q;3 ; ww- “ x ' x um '

u ’ . :3)fi ."¡ta' 3’ ’ y.
r \ s.-fg‘it'1hahn; =.

' ‘ '- . ““" u *ni
‘ 4: g Y‘ ‘Qflïn W v0 , w“ al l

Í ’l‘ï'ï l0| y >.b!x. .w
. i ' y‘ “¡ver ‘L .‘ ¡.ÏÍ' )Av
.' ,«t f y}, . _. .

. 4,. Ü w ":-.,

¡l 1 W Df.
5‘ Üb' v“ , Q

y‘i‘?‘ '

mat
‘ i‘m

Eiáuru"solaeímmm ¿22""7
r w . .' -’»’fmscw ¿o de} c-mr-‘c ar fn.

“¿i3 bndacü}: in sim. Para deiafies
¿y ¿á « ÍÉE‘ÑEÜ-S‘¡var-Máz'aa’as. .4, 53-1“,

‘ " ‘a:células ¡111.-5¿2.'¿?, piaaanfa a

l m ¡5 z’ákmma:f, adenocarcmoma
H " *= mamarmu‘yf (derecha), fraa

famzkm’oprat-vbconm4 asa.
¿a 4:}.



111

los tumores de mama la localización estaría mas focalizada. La especificidad del

precipitado en granos fue confirmada cuando se trataron cortes histológicos de

los mismos tumores con RNasaen forma previa a la hibridación. Estos controles

tratados con RNasano mostraron hibridación específica (fig. 50 E, derecha).

Experimentos realizados utilizando como sonda solo el vector de clonado

dieron imagenes similares a las obtenidas con un tratamiento previo con RNasa.

VILD. Correlación entre la expresión del c-mxc z la diferenciación tumoral

La expresión del c-myc por hibridación in situ utilizando una sonda mar

cada conteniendo el tercer exón de dicho gene fue determinada en 19 carcinomas

primarios de mama.

Tomandocomo base el valor de 2 Z de células positivas para c-myc obte

nido en placenta humana, 12 de 19 tumores mostraron significativos incrementos

de 2 a 15 veces en el número de células que expresaban c-myc. En 8 de estos 12

tumores se observó un incremento de mas de 5 veces.

Cuandocomparamos la expresión del transcripto del c-myc en función de

la diferenciación tumoral pudimos observar que el porcentaje promedio de célu

las con expresión del c-myc en los 12 tumores bien diferenciados fue de 5,1 7.t

4,83€del total de células.

Por otra parte en los tumores mas indiferenciados (7 casos) este por

centaje fue 3 veces mayor y llegó a 16,? 'f.t 13,17. de células con expresión au

mentada del c-myc. En la figura 51 se puede ver asimismo la dispersión de tu

mores en función del grado de diferenciación.
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Figura 5| . Earrefacrbh entre ¡a exgresróh def c-mI-zcl-'¡a dramas-rama}?tumo
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¡a ¡Mea cortada superior corresponde a! promedio de algoreezóh..4, tumores bien
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VILC. Correlación entre la expresión de] c-mvc y el nivel de RE

Cuando se comparó el nivel de expresión de] m RNAde] c-myc con la pre

sencia de REno se observó ninguna correlación aparente. El promedio de células
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con expresión de] c-myc en tumores positivos para REfue de 9, 7‘ï. i 12,2(10 tu

mores), mientras que el de los negativos para REfue de 8,2 7. t 6,431(6 tumo

res).

VILU. Correlación entre la expresion de] c-mzc 2 la expresión de CEA

Enla tabla 12 se puede observar la correlación entre la expresión del c

myc y la de CEA. A pesar de] bajo número de tumores en cada uno de los grupos

de expresion de CEAes posible observar que la mayor expresión del oncogene es

ta asociada con tumores que poseen hasta 1 3'.de células positivas para CEA. To

mado en forma conjunta este grupo de 7'tumores posee expresión de c-myc en

11,6 'r’.i 9,?1 de sus células, mientras que el resto de los tumores (12) con mas

de] 1?:de células CEApositivas, expresa c-myc solo en el 4, 91 6,811.de sus célu

las.

Tabla ¡2 . Correfamb'n ¿WI/"ela avgresz‘o‘hde! c-mu-‘c l-'la de ¿“E-"l. ¿a expre
sfó}?de} C'MJ-‘Cy ¡a de ¿‘54se obra vibrar?en forma srhwfiánea como se des
C'f‘íbéen Maierfaies y Méfodos.

Expresión de CEA
— t 1+ 2+ 3+ 4+

a
Expresión de c-myc 16,6 6,9 1,1 6,6 5,2 6,6

b
(2) (5) (2) (5) (4) (1)

a. panama}? promedm de cé'fufaspositivas: o. número de rumores afamados
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VILB. Correlación entre la expresión del c-mzc z la proliferación tumoral

Enel grafico de la figura '52podemos observar que, exceptuando dos ca

sos, existe una aparente correlación entre un mayor estado proliferativo y una

mayor expresión del c-myc.

La alta expresión del c-myc asociada a un bajo TLIen dos tumores se ori

ginó aparentemente por dos motivos diferentes. Enuno de ellos consideramos que

se debió a que los fragmentos utilizados para la determinación del TLIfueron

morfológicamente diferentes de los que se utilizaron para la hibridación in situ.

Enlo que respecta al segundo caso, la imógen histológica de los frag

mentos fue muy similar. Cabe resaltar sin embargo que a pesar de tener un muy

bajo TLI(0,0830 este tumor expresó CEAsolo en el 0,052 de sus células.

TLl(?ocel)

n A Q A

0 302

c-myc (°/o cel)

Figura 52 . Corree’aczáhentre ¡a argreszóh de} c-mI-z: I-'e! JI f. ff R .o'corres
ponde a rumores Jhcubados lá?haras con ¡fl-11m.Cadapuma corresponde a los da
ros de unpanama.
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VIIJ. Expresión de c-mzc z ras 2-21

Comopudimos ver en la introducción, una de las conclusiones mas im

portantes obtenidas en el estudio de oncogenes fue que la activación de solo uno

de ellos no sería suficiente para la obtención de la transformación maligna. So

bre la base de estos resultados, intentamos correlacionar la expresión del m

RNAdel c-myc con la de p-21.

Enla figura 53 se muestra la correlación entre la expresión del oncogene

c-mvc y la del oncogene c-ras. Nuestros resultados nos permiten afirmar que

aquellos tumores con alta expresión del ras ( >50 'f.de células postivas) y los

mayores índices de proliferación tumoral {2,4 '11,2,27. y 5.4 7.de células prolife

rantes}, poseen alta expresión del oncogene c-mvc (18.4 K, 13.5 'f.y 30.323.res

pectivamente ).

Usando la sonda del c-myc marcada con 3 Hpudimos identificar los trans

criptos del gene c-mvc a nivel de células individuales. Resulta claro que las cé

lulas que muestran aumentado el c-mvc son las epiteliales tumorales. Estas cé

lulas con marca se encontraban dispuestas a nivel intratumoral de diversas for

mas. Por ejemplo en la figura 54A podemos ver un tumor compuesto por forma

ciones de nidos celulares. A bajo aumento se observa que en todos los nidos es

posible detectar precipitado de plata. Unamayor aproximación nos permite ver

que no todas las células que conforman los nidos poseen expresión del gene c

mvc v que ésta se localiza en el citoplasma o en la zona perinuclear (fig. 54

8,5 . En la misma figura podemos observar que la marcación de fondo es muy

baja en comparación a la marca citoplasmótica lo que indicaría que el precipitado

que se observa es especifico. Asimismo es posible ver que existen diferencias
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en la densidad del precipitado de granos entre las diferentes células que compo

nen el tumor, lo que supondría niveles variables de expresión del c-mvc.

En la figura S4 Cv Des posible observar la presencia de dos tipos dife

rentes de células epiteliales, por un lado las mas grandes v de núcleos claros y

por el otro las mas pequeñas de núcleos mas oscuros. Estas últimas que pueden

ser confundidos en las microfotografías con un infiltrado de tipo linfocitario cum

plen requisitos de células epiteliales va que expresan CEAy forman estructuras

tubulares características de este tipo de células. Se puede observar que la ex

presion del c-mvc se encuentra asociada con exclusividad a las células de mayor

tamaño.

Unpatrón diferente en la distribución del RNAmensajero del c-mvc se ob

servó en otros tipos de tumores. La microfotografía de la figura 54Emuestra un
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tumor con un bajo número de células con expresión del oncogene. Enla figura

54F las células se encuentran dispersas infiltrando en el estroma pero no en for

ma de nidos observándose señal de hibridación en gran parte de ellas. Esta señal

no es uniforme siendo evidente las diferencias en la densidad de marca entre las

diferentes células. Cabe señalar nuevamente que la señal del fondo es muy baja

en comparación a la específica que en su gran parte se encuentra localizada en la

periferia nuclear.

VILh. Determinación simultánea de CEAó ras 9-21 por inmunohistoguímica v

c-mzc por hibridación en situ

Dadoque la técnica de hibridación in situ permite determinar la subpobla

ción de células responsables de la expresión de un RNAmensajero especifico, de

cidimos intentar el desarrollo de una técnica que nos permitiera visualizar si

multáneamente la expresión del transcripto del c-mvc v de un antígeno celular en

el mismo fragmento tumoral. La puesta a punto de esta técnica se llevó a cabo en

el tejido mamario eligiéndose finalmente los pasos que se consignan en Materiales

v Métodos.

En la figura 55 A v Bpodemos observar dos tumores semidiferenciados

que muestran nidos celulares con expresión positiva para CEA. En 55 A no se

observa hibridación especifica, mientras que en SSBes posible ver un escaso nú

mero de células con precipitado de plata citoplamatico; sin embargo el porcentaje

de células con precipitado no superó el obtenido con placenta por lo que el tumor

fue considerado negativo.

La figura 55 muestra dos tumores con una importante expresión del RNA

del c-mvc; en el caso Cestá acompañada de una moderada expresión de ras p-21

en todas las células que componen el nido. En la microfotografia de la figura SS

D, se observa a mavor aumento que en la anterior, expresión específica del c
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myc que en algunas casos se encuentra acompañada de la expresión intmcito

plasmática de ms p-E'}.
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DISCUSION

La heterogeneidad celular dentro de un tumor puede ser tanto el resultado de un

proceso de diferenciación normal o distorsionado dentro de un clon o puede deberse

a la coexistencia de diferentes clones dentro de un tumor. El conocimiento de las

características principales de esta heterogeneidad puede tener implicancias muy

importantes para la comprensión del desarrollo y crecimiento tumoral, así como

para determinar la probable respuesta a una terapia determinada.

El objetivo de esta tesis fue poner de manifiesto, en la medida de lo posible,

diferentes propiedades celulares, cada una de las cuales estaría reflejando un es

tadío funcional diferente de las células del cáncer de mama.

I. Correlación entre la expresión de CEAy el estado proliferativo

celular

Estú generalmente aceptado que cuando una población de células tumorales es

llevada hacia la indiferenciación su ritmo de crecimiento es mayor y el tumor pro

gresa más rapidamente que en circunstancias en las cuales el equilibrio es despla

zado hacia la diferenciación. Comofue demostrado en esta tesis, la sintesis de DNA

y la presencia de CEAó REreflejan estas dos situaciones opuestas respectivamente.

Enrelación con este punto, en cáncer de mama se ha demostrado que altos valores

de TLIestan asociados con un peor pronóstico de la enfermedad {35). Asimismo la

expresión de REestá directamente relacionada con un mejor pronóstico que se re

fleja en un mayor lapso libre de recurrencia (52 }; sin embargo la posible utilidad de

CEAtisular como factor pronóstico ha tenido resultados contradictorios {208,209}.

Estas discrepancias pueden deberse a diversas razones como las diferentes especi
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ficidades de los anticuerpos utilizados, la selección de diferentes poblaciones de

pacientes v los diferentes criterios de evaluación. Sinembargo es importante des

tacar que el uso de un único marcador de diferenciación como CEA,es insuficiente

para determinar con precisión el tamaño de la subpoblación de células indiferencia

das. Por lo tanto v a pesar de que nuestros resultados muestran en principio que la

expresión de CEAestá inversamente correlacionada con el TLl, se pudo ver que para

un valor dado de CEA,se observan grandes diferencias en el TLIentre los diferentes

tumores. Lapresencia de varias subpoblaciones de células tumorales coexistentes

dentro de un tumor podría dar una explicación acerca de esta observación.

Conrespecto al analisis de las células que sintetizan DNA,es posible mencionar

algunas observaciones interesantes. Enaquellos tumores CEApositivos, las célu

las marcadas con 3 H-tim eran en general más grandes v claramente diferentes de

aquellas células CEApositivas. A pesar de que no existen evidencias definitivas de

que todas las células que incorporan 3H-timv no expresan son células stem, algu

nas observaciones favorecen esta presunción:

l Estas células aparecen formando nidos de similares características en los cuáles

solo parte de las células estarían ciclando, mientras que el resto estarían en el es

tadio Go.

2 Eneste tipo de tumores, no se observaron células sintetizando DNAcon diferente

morfología a las descriptas en el punto anterior.

A priori puede ser asumido que algunas células más maduras que las stem,

pueden ser encontradas sintetizando DNA. Conlas técnicas utilizadas en este artí

culo, la presencia de dichas células podría ser solo detectada si se pudieran obser

var dos clases morfológicamente diferentes de células CEAnegativas o si ocasional

mente células conteniendo CEAestuvieran también marcadas. Comohemos podido

ver, en varios tumores pudimosdetectar diferentes porcentajes de células marca
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das con expresión simultánea de CEA,pero solo en aquellos que fueron incubados

durante 18 horas.

La hipótesis acerca de la existencia de una jerarquía celular dentro de los tu

mores ha recibido un considerable apoyo en años recientes. Enla parte superior de

esta jerarquía estarían las células stem, responsables de la renovación celular del

tumor y de la diseminación de los mismos. Dichajerarquía celular predice entonces

la existencia de tres categorías de células dentro del total de la población celular:

o - células finales y diferenciadas no proliferantes, b - células proliferantes,

sin capacidad de autorrenovación (transicionales) y c - las células stem ya des

criptas.

Nuestra idea es que las células marcadas que expresan CEAcorresponden al

compartimiento de células transicionales. La falta de detección de estas células en

los tumores marcados durante 4 horas puede ser explicado en principio por una ma

yor duración del ciclo celular una vez que ha comenzado la síntesis de CEA. Por

ejemplo se ha encontrado en células MCP? que butirato de sodio incrementa la pro

ducción de CEA,con una disminución paralela en el ritmo de crecimiento (210).

Unade las observaciones más interesantes obtenida aplicando un modelo mate

mótico del crecimiento de las células stem fue que la proporción de éstas decrece a

medida que aumentan las multiplicaciones en el compartimiento de células transi

cionales (13}. A pesar de que nuestros resultados nos indican que el porcentaje de

células transicionales es mayor en aquellos tumores con un mayor índice de proli

feración, resulta apresurado asegurar si en carcinomas primarios de mama la dife

rencia en el TLIde los diferentes tumores se debe a un mayor número de divisiones

en el segmento de células transicionales.
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II. Determinación de REpor autorradiografía

Las técnicas de desplazamiento por carbón activado (DCC)y de centrifugación

en gradientes de densidad de sacarosa han sido hasta hace un par de años los méto

dos de determinación de receptores estrogénicos más utilizados y cuya validez clí

nica ha sido ampliamente aceptada.

A pesar de la utilidad demostrada, los ensayos bioquímicos no permiten deter

minar la heterogeneidad de expresión de REentre las diferentes células o regiones

de un tumor. Este tipo de información podria resultar de suma importancia debido a

que entre otros aspectos, la falta de respuesta de un tumor REpositivo a la terapia

hormonal podría residir en la heterogeneidad de expresión de RE. En un trabajo al

respecto Strauss y col. demostraron que alrededor del 30 Y.de los pacientes con

determinanción de REpor la técnica de DCCen al menos dos muestras, muestran

tanto resultados negativos como positivos (211 ).

La necesidad de un método histoquímico confiable para la localización de REen

cancer de mama humano resulta evidente por lo dicho anteriormente y la prueba es

ta en la proliferación de estos métodos en los últimos años {?O,?l ). Sin embargo,

la mayor parte de estos procedimientos han sido muy criticados por su falta de sen

sibilidad o de especificidad para distinguir al REde otras proteinas de unión intrace

lulares mas abundantes ('32).

Utilizandotécnicas de autorradiografía hemos demostrado en este trabajo que

los tumores primarios de mama REpositivos estan compuestos por una población

heterogénea de células blanco (RE+}y células no blanco (RE-). Este metodo tiene

la ventaja de utilizar el mismo ligando, 3H-estradiol , usado en los ensayos bioquí

micos, evitando de esta manera los problemas asociados con el uso de análogos flu

orescentes u otros. Ademas el desarrollo de esta metodologia nos permitió deter

minar la expresión simultanea de CEApor técnicas de inmunoperoxidasa.

La factibilidad del uso de esta técnica para la determinación de REfue corrobo

rada en un reciente trabajo de Buell y Tremblay {212}. Al igual que en nuestros es
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tudios, los autores demuestran una correlación significativa aunque no total entre

ambas determinaciones v sugieren la utilización de la autorradiografía para la de

terminación de las caracteristicas heterogéneas en la expresión de RE,como com

plemento del ensavo bioquímico.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que tanto la presencia de REasí

como la de CEAestarían inversamente relacionadas con los valores de TLI. Sin em

bargo cuando se comparó entre si la expresión de CEAcon el contenido total de RE

no observamos ninguna correlación significativa. Pensamos que esto se podría de

ber a la gran heterogeneidad existente en la expresión intercelular de RE.

Esta suposición fue confirmada cuando se comparó la expresión celular de CEA

con la de REpor autorradiografía. Pudimos observar además la presencia de pobla

ciones de células que expresan ambos marcadores simultáneamente, uno solo de

ellos o ninguno. Esto sugiere que cada una de las poblaciones se encontraría en un

estadio diferente en la secuencia de eventos que llevan a la diferenciación final.

III. Localizaciónintracelular de los receptores estrogénicos

La teoría clásica acerca de la interacción entre estradiol v el receptor estro

génico sostenía que la unión ocurría en el citoplasma, seguido de la translocación

del complejo hormona-receptor al núcleo, donde el complejo se unía a sitios "acep

tores" de la cromatina, seguido del procesamiento del receptor estrogénico con la

síntesis simultánea de receptores de progesterona.

Estudios muy recientes con anticuerpos monoclonales confirmaron que la mayo

ria de los carcinomas primarios de mama humanos están compuestos de una pobla

ción heterogénea de células RE+v RE- (76).

Sinembargo el resultado mas sorprendente obtenido por este grupo fue la loca

lización nuclear de dichos receptores. Utilizandoocho anticuerpos monoclonales

diferentes, Green y col. no pudieron observar ningún tipo de tinción citoplasmótica.
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Se propuso que la unión de la hormona al receptor ocurriría en el núcleo, indu

ciendo un cambio conformacional en el receptor, de tal forma que su unión a los

aceptores nucleares se haría más fuerte (76). La reinterpretación de lo que ante

riormente se denominaba translocación del citoplasma al núcleo, fue ademas suge

rida en estudios de la glándula pituitaria (213).

Los resultados descriptos en nuestro trabajo demuestran que en la mayor parte

de los tumores la localización del estradiol radioactivo es nuclear. Sin embargo

en dos de los tumores, parte de las células REpositivas poseen marcación exclusi

vamente citoplasmótica o en citoplasma y núcleo.

Debidoa que la incubación durante 45 minutos a 379 Cdebe permitir la translo

cación {214) o el cambio conformacional, la localización de marca en el citoplama

se puede deber a dos motivos diferentes:

l- debido a que la técnica de autorradiografía se basa en el seguimiento del estra

diol y no del RE, se podría conjeturar que la hormona se unió a una proteína que no

era el RE, lo que apoyaría la localización nuclear del RE.

2- Suponiendoque en realidad la hormona se ha unido a su receptor específico, la

localización en citoplasma luego de una incubación en estas condiciones estaría indi

cando la incapacidad fisiológica del REde "translocarse" del citoplasma al núcleo,

al menos en algunos tumores. Esto sostendría la localización citoplasmótica del

RE.

La contribución de la autorradiografía para la detección del REpuede ser inte

resante por la posibilidad de desarrollar al mismo tiempo técnicas de inmunopero

xidasa. Deesta forma seria posible determinar la presencia de REpor dos técnicas

en forma simultánea; en un caso utilizando estradiol radiactivo y en el otro un anti

cuerpo. Este tipo de estudios se encuentran en desarrollo en nuestro laboratorio

para determinar si las células que incorporan 3H-Ezson las mismas que expresan RE

usando el ACMespecífico.



159

IV. Estudios en suspensiones celulares

Comohemos venido sosteniendo a lo largo de esta tésis las células stem son las

responsables del crecimiento y diseminación de los tumores.

Estas células stem deberían ser en definitiva, el blanco esencial de cualquier

tipo de terapia, por ello resulta fundamental comprender si alguna de las estrate

gias terapéuticas de uso corriente estón realmente dirigidas contra las células

stem. Por ejemplo, resultaría muy importante poder determinar si los antígenos

utilizados para la producción de anticuerpos para su posterior utilización terapéuti

ca, son realmente producidos por las células stem. Enel caso específico de las

células de cáncer de mama humano, resulta relevante determinar si los receptores

hormonales son expresados por las células stem, debido a que el efecto antihormo

nal se vería reflejado en principio, solo en aquellas células que tuvieran recepto

res.

Comose mencionó en la introducción, la identificación de las células stem pue

de realizarse utilizando varias técnicas cada una de las cuáles posee ciertas limita

ciones. El índice de captación de timidina utilizado en esta tesis ha sido de gran uti

lidad biológica, debido a que como hemos visto correlaciona con el curso de la en

fermedad. Sin embargo nuestros estudios estarían indicando que la población de

células que se encuentra sintetizando DNAno refleja con exactitud a la población de

células stem pues: a- una porción del segmento de células stem se encuentra

probablemente en un estadio quiescente de GOy b- parte de las células conmina

das a diferenciarse (transicionales) poseen aún una capacidad limitada de división.

Por otra parte, la técnica del ensayo clonogénico (78) detecta las células stem

de los tumores a través de la capacidad de éstas de desarrollar colonias en agar

semisólido. El número de células stem estimado mediante este método es sin em

bargo extremadamente bajo y refleja probablemente la capacidad de parte de la po
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blación de células stem de crecer in vitro. Por otra parte las células en GOno en

trarian en división luego de plagueadas en agar semisólido (43).

Sin embargo una serie de trabajos indican que tanto el ensayo clonogénico como

el indice de captación de timidina estarian enfocandoa similares caracteristicas

debido a que se ha encontrado una correlación entre ambos, en cóncer de ovario

(189) y mós recientemente en tumores uroteliales (215).

Debidoal no muy alto número de células recuperado en cada una de las fraccio

nes del gradiente de albúmina, elegimos usar el TLIpara estimar la población de

células en crecimiento. Ademas con esta técnica nos fue posible detectar simulta

neamente la síntesis de DNAy la expresión de CEAen células aisladas.

Conrespecto a la expresión de CEAen células de cóncer de mama humano,

existen resultados muy contradictorios. Mientras que Goldenbergy col. reportaron

la ausencia de CEAen cóncer de mama humano (216), Wahren y col. encontraron

que el 42 'f.de los pacientes con cóncer de mama, contienen células CEApositivas

(2”); sin embargo no se encontró ninguna correlación con el tipo de citología del

tumor o el grado de diferenciación del tumor primario.

Por otra parte, Walker no encontró ninguna correlación entre el contenido de

CEAa nivel celular y la recurrencia de la enfermedad (209). Resultados previos de

nuestro laboratorio demostraron claramente que la expresión celular de CEAestá

aumentada en tumores mamarios mós diferenciados (84). Los resultados obtenidos

con suspensiones celulares sugieren que la subpoblación de células que posee ma

yor expresión de CEAdifiere en principio de la subpoblación de celulas stem. Esta

conclusión se basa principalmente en dos evidencias:

l- El pico de células que se encuentra en fase S es bastante agudo mientras que las

células que expresan CEAestan distribuidas a lo largo de todo el gradiente, con un

mínimo en las fracciones 6 a 9.

2- Eneste estudio ninguna de las células que sintetizan DNAfueron positivas para

CEA.
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Las células detectadas en activa síntesis de DNAy con expresión de CEAcorrespon

derían a células transicionales y no serían células stem.

Conrespecto a la expresión de REpor parte de las células del cáncer de mama

humano, la importancia clínica de su determinación ya ha sido claramente estable

cida. Sin embargo, también ha sido comprobado que incluso aquellos pacientes que

inicialmente responden a la hormonoterapia, tienen recurrencia de la enfermedad a

diferentes períodos de tiempo.

Esta falla terapéutica puede ser explicada esquemúticamente mediante dos hi

pótesis principales:

l ) Encáncer de mama humano, podrian coexistir dos subpoblaciones celulares en

diferentes proporciones, una de ellas compuesta integramente por células REposi

tivas que son depletadas luego del tratamiento hormonal, junto a una subpoblación

de células REnegativas que son las que repoblarían el tumor luego de que las célu

las REpositivas fueran eliminadas por dicho tratamiento (218).

2) A pesar de que existirían células con diferente contenido de RE, la subpoblación

de células REpositivas expresaría dichos receptores durante el proceso de diferen

ciación. Las células stem de dicho clon celular serian REnegativas por lo que la

hormonoterapia no seria curativo por sí misma (219). A pesar de que algunos au

tores han demostrado una relación inversa entre el contenido de REy el TLlen can

cer de mama humano, estos resultados son compatibles con ambas hipótesis.

Los resultados presentados en este trabajo sugieren que en tumores primarios

de mama , los REson expresados en su mayoría por células diferenciadas. Esta in

terpretación se apoya principalmente en el hecho de que la supoblación celular que

expresa mayormente REdifiere de la que posee los más altos valores de TLl. Ade

más alrededor de la mitad de las células REpositivas expresan también CEA,indi

cando que la expresión de REesta asociada a células mas diferenciadas. Desafortu
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nadamente debido al tipo de técnicas empleadas no nos fue posible estimar simulta

neamente REy TLI. Nuestros resultados indican claramente que los REse encuen

tran principalmente localizados en la fracción 10 que contiene celulas pequeñas,

como se deduce de su diámetro nuclear. Esta observación contradice los resultados

obtenidos por Bjoryesson y Sarfaty, quienes encontraron que la presencia de REes

taba asociada principalmente con las células más grandes en cancer de mama

(220). Estas discrepancias pueden tener su orígen principalmente en las diferentes

técnicas utilizadas para la disociación celular, la for-maciónde los gradientes y la

medición de RE. Másaún dichos autores reportaron una densidad celular extrema

damente alta (1,129.3ml.), para las células tumorales, mientras que nosotros en

contramos que las células epiteliales llegan al equilibrio a menores densidades, al

go que fue confirmado con células aisladas de efusiones pleurales y con TWD.

Unaserie de articulos aparecidos durante el transcurso de esta tesis coinciden

con las conclusiones obtenidas en nuestro trabajo. Kodamay col. demostraron en

estudios realizados en la línea celular de cancer de mama MDF-7que la expresión

clonal de REaumenta en forma progresiva con el incremento en el número de célu

las de un clon . Las células que expresan REse originan a partir de progenitoras RE

negativas y la expresión de REse produce durante la diferenciación de los clones.

Por otra parte los estudios realizados con el antiestrógeno tamoxifeno sugieren que

la terapia hormonal no sería capaz de erradicar las células stem REnegativas

(221 II. En relación con el efecto de los antiestrógenos, en un artículo previo se su

girió que la terapia hormonal estaría dirigida solo sobre el segmento de células di

ferenciadas y no sobre el segmento de células stem indiferenciadas (219).

Si los REson realmente expresados por células diferenciadas y finales, la de

privación hormonal podría inducir una remisión clínica a través de un decrecimiento

en este segmento de células tumorales. La reducción de células diferenciadas por

medio de la terapia hormonal podria inducir una activación de la población de célu

las stem que entrarían a dividirse y serían más sensibles a la quimioterapia.
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Eneste caso, se podría sugerir que la administración secuencial de hormonote

rapia y quimioterapia daría los resultados más efectivos. Sin embargo, el hecho de

que el momento óptimo para la administración de la quimioterapia sería durante el

pico de reclutamiento de las células stem, son necesarios mas resultados para es

tablecer dicho punto. Comose vera en la próxima sección, un trabajo publicado du

rante la realización de esta tésis, demuestra lo factible de este tipo de procedi

miento.

Sobre la base de la evidencia obtenida, una secuencia de eventos durante el

proceso de diferenciación celular puede ser sugerida. Enel orígen de dicho proce

so de diferenciación estarían las células stem primitivas e indiferenciadas que no

expresarían REy CEA. En una segunda fase del proceso de expansión clonal y dife

renciación celular, las células transicionales aún con capacidad de dividirse empe

zarían a expresar CEA. Enuna fase subsiguiente, durante la cual se produciría un

cambio en la morfología celular, las células dejarían de dividirse produciendo CEA.

Posteriormente, ocurriría la expresión simultánea de CEAy REhasta que en una fa

se final, más parecida a la del tejido normal, ocurriría una represión en la expre

sión de CEA, pero no de RE. Esto se ejemplifica en el siguiente esquema:

cm,“ EXPRESION ExPREsmu ExPREsmu EXPRESION

_, _> ? __> _, DE _> DE _> DE , DE
STE" cu CEA CEA y RE RE

INDlEEREHCMDA TRANSICIOIML DIFERENCIADA FlHAL?

Además de los resultados obtenidos en esta tesis diversas evidencias apoyarían este

esquema de diferenciación. CEAes una glicoproteína de secreción de aproximada

mente 200 Kde peso molecular relativo. En los tumores mas diferenciados la ex

presión morfológica de CEAocurre de tres maneras diferentes:
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a- una forma más primitiva, con localización intracitoplasmótica posiblemente

como resultado de la incapacidad celular de secretarlo.

b- otra forma más cercana a la normal, constituida por túbulos donde CEAes se

cretado a la luz tubular, bastante similar a lo observado en la mucosa rectocolóni

ca normal productora de CEA(222).

c- un paso posterior de diferenciación en cáncer de mama humano que estaria re

presentado por las formaciones tubulares que son negativos para CEA,lo que esta

ría relacionado con el hecho de que a diferencia de la mucosa rectocolónica normal,

el tejido mamario normal no expresa CEA(A. I.Bravo, comunicación personal). Sin

embargo el tejido normal posee receptores estrogénicos determinados mediante el

uso del ensavo bioquímico (223} así como por el método de autorradiografía ya des

cripto (191).

V. Efectos estrogénicos sobre la proliferación celular

Los mecanismos por los cuales los estrógenos pueden llegar a regular el cre

cimiento tumoral no han sido completamente definidos. Por ejemplo existen grandes

controversias acerca de si estos poseen realmente un efecto directo sobre lineas

celulares de cóncer de mama en cultivo; paradójicamente todos los grupos coinciden

en afirmar que el efecto inhibitorio producido por los antiestrógenos puede ser re

vertido por estradiol aunque no totalmente (83).

A pesar de los controvertidos resultados in vitro, los estudios coinciden en que

el crecimiento de las líneas celulares de cáncer de mama REpositivas en ratones

ati’micos, es estrógeno dependiente (83). Diversos autores sugieren que esta apa

rente controversia entre el efecto de estradiol in vitro e in vivo estaría relacionada

con la liberación in vivo de factores de crecimiento, no de orígen mamario, por
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efecto estrogénico (96). Algunos autores los denominaron estromedinas (224II.

Sin embargo estudios posteriores de Osborne y col. entre otros, demostraron que

el crecimiento de células MEF-7no ocurre en tumores ovarioectomizados, pero

puede ser restituido mediante el suplemento de estradiol (225). La línea celular

ZR'PS-lque contiene REposee un comportamiento similar, mientras que la línea

MDA-231que no contiene receptores no es influenciada por los tratamientos des

criptos y crece rópidamente incluso en ratones ovarioectomizados (225), sugirien

do que el efecto estrogénico ocurriría a través de la unión del estradiol a sus re

ceptores especificos y no a un efecto indirecto mediado por un factor de crecimiento

ya que solo las líneas REpositivas fueron afectadas.

Noson muchos los estudios realizados acerca del efecto de hormonas esteroi

des sobre la proliferación del cóncer mamario humano primario o metastósico. Dao

y col. estudiaron en lÜpacientes el efecto de concentraciones fisiológicas de estra

diol y progesterona sobre la proliferación de múltiples metástasis en piel de cáncer

primario de mama. Biopsias realizadas 3 días después del inicio del tratamiento de

mostraron un incremento significativo en el TLIde '? de los tumores, de los cuáles 4

eran positivos y 3 negativos para RE(226).

Durante la realización de esta tesis, Conte y col. estudiaron el efecto de la ad

ministración de estrógenos sobre la proliferación tumoral en 16 pacientes. Tres

dias después de la administración de un análogo estrogénico, las biopsias permitie

ron comprobar un incremento significativo en el TLlde 3 pacientes, independiente

mente del contenido de RE(227).

Encoincidencia con los estudios descriptos en forma precedente y llevados a

cabo in vivo sobre pacientes con cóncer de mama, nuestros resultados demuestran

que concentraciones de 10'9 My 10'9 Mde E2 inducen un aumento significativo en la

proliferación de los tumores primarios de mama in vitro. Este efecto parece ser

independiente de la presencia de receptores estrogénicos ya que más del 50 Y.de los

tumores sin receptores aumentan su TLIluego de una incubación con dichas concen
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traciones de E2. Más aún, el incremento promedio en el TLIes mas notable en

aquellos tumores REnegativos.

Nuestros resultados sugieren que el efecto estrogénico sería directo sobre las

células tumorales v no estaría mediado por la liberación in vivo de estromedinas.

El hecho de que estradiol a una concentración de lÜ'7 Mno induce efectos importan

tes salvo en dos casos, estaría indicando la importancia de dicho efecto a nivel fi

siológico.

Unade las preguntas mas relevantes que rugen de estos resultados es si el me

canismo por el cual E2incrementa el TLIes similar en los tumores REpositivos y RE

negativos. El comportamiento similar detectado bajo las diferentes condiciones ex

perimentales (concentraciones diferentes de E2, efecto de agonista y antogonistas

de E2) parecería indicar eso. Eneste caso ¿cuál sería el mecanismo molecular?.

Antes de abordar respuestas hipotéticas a esta pregunta convendría tomar en consi

deración lo siguiente: el nivel basal para definir un tumor REpositivo (alrededor de

lO fmoles/mg de proteina) se obtuvo a partir de la respuesta clínica al tratamietno

endocrino. El mecanismo de esta respuesta esta aún lejos de ser claro v se puede

deber tanto a la desaparición de la población diferenciada vio a la inhibición de la

proliferación celular. Varias posibilidades que expliquen la respuesta similar de tu

mores REpositivos y negativos pueden ser postuladas:

a) algunos tumores considerados REnegativos podrian contener una cantidad sufi

ciente de células REpositivas que permitiera la inducción estrogénica. Eneste sen

tido cabe mencionar que dos tumores respondedores del grupo de REnegativos, con

tenían cierta cantidad de RE.

b) E2podría actuar en forma indirecta sobre las células stem (REnegativas) a tra

vés de su acción sobre células mas diferenciadas {REpositivas) induciéndolas a li

berar factores de crecimiento autocrinos. Esta posibilidad na deberia ser conside

rada en los tumores REnegativos,I aunque no debe descartarse la presencia de un

porcentaje variable de células REpositivas en estos tumores en forma similar a lo

mencionado en a ).
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c) E2actuaría sobre la proliferación del cáncer de mama humano por un mecanismo

independiente de RE. Sin embargo resulta prematuro sugerir que el efecto del E2no

esta mediado por los REva que tanto el agonista DEScomo los antagonistas NAFvTAM

revirtieron el efecto de E2tanto en tumores REpositivos como negativos.

A este respecto cabe señalar que estos tres compuestos llevaron el TLIa su ni

vel original pero no fueron capaces de anular completamente la replicación del DNA.

Por lo tanto es posible postular la existencia de dos poblaciones de células en repli

cación, una independiente de la influencia de E2v por lo tanto insensible a sus ago

nistas v antagonistas DES,NAFy TAMv otra E2-dependiente. Esta última podría co

rresponder a un estadío diferente de la diferenciación celular (posiblemente células

transicionales ). Eneste sentido, cabe mencionar que aquellos tumores con altos

porcentajes de células en replicación fueron los menos afectados por el E2. Encoin

cidencia v como se mencionó previamente, nuestros resultados (tabla 8) v los mo

delos matemáticos del crecimietno de tumores por mecanismos de autorrenovación

sugieren que altos TLIestarian reflejando un mayor número de divisiones en el seg

mento de células transicionales v no en el de células stem.

d) E2podría actuar a través de una población de REdiferente de los REresponsables

de la inducción del RPg. Como hemos visto previamente la expresión de REfue aso

ciada en gran parte a células pequeñas de alta densidad v en menor medidad a célu

las grandes de baja densidad. Estas últimas que no expresan CEAen forma simulta

nea aunque cosedimentan con células CEApositivas eran morfológicamente simila

res a las que se encuentran ciclando, es decir células de gran tamaño, núcleos cla

ros y gran relación núcleo/citoplasma. Recientemente Markarievich v col. demos

traron que la síntesis de DNAen cáncer de mama estaria relacionada con un estimu

lo estrogénico sobre los receptores nucleares de tipo II, mientras que el tipo I es

taria relacionado con la inducciónde la sintesis del receptor de progesterona

(235 }. En ese caso se podria especular con que las células de mayor tamañ'o po

seen el tipo II y las pequeñas el tipo I. Resulta obvio señalar que son necesarios

estudios más profundos para poder clarificar las diferentes hipótesis.
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La utilización de una terapia estrogénica para el tratamiento hormonal aditivo

fue muy frecuente hasta fines de la década del 70. Estudios comparativos realiza

dos en pacientes con tumores avanzados demostraron que la remisión total o parcial

utilizando DESfue del 41 l‘.de los pacientes contra un 33 7.con TAM(228). Sin em

bargo estudios posteriores decidieron la utilización exclusiva del antiestrógeno no

esteroide TAMen lugar de NAFo DES, debido principalmente a su facil administra

ción, alta tolerabilidad y bajos efectos tóxicos colaterales.

Nuestros estudios indican que el agregado de dietil etilbestrol, tamoxifeno o na

foxidina inhibe el efecto mitogénico inducido por estradiol, tanto en tumores positi

vos como negativos para receptores estrogénicos. Sin embargo se observaron dife

rencias importantes según el inhibidor agregado. Engeneral, la inhibición produci

da por el agregado de DESfue solo parcial en todas las condiciones estudiadas. Las

mayores inhibiciones se ootuvieron con el agregado de NAFo TAM.

El efecto de estos compuestos sobre la proliferación celular ha sido amplia

mente estudiado. Curiosamente los antagonistas estrogénicos pueden actuar como

agonistas dependiendo del tejido blanco (83). En líneas celulares de cóncer de ma

ma se ha observado que los diferentes compuestos difieren sustancialmente en su

interacción con el estradiol (229). DESes un competidor muy efectivo de estradiol

en todas las caracteristicas analizadas (229). Sin embargo NAFy TAMinhiben el

crecimiento de líneas celulares de cáncer de mama con inducción nula o parcial

respectivamente de receptores de progesterona.

Debidoa que el agregado de estradiol revierte parcialmente el efecto del tamo

xifeno se sugirió que este último podia tener sitios específicos de unión no competi

tivos con estradiol. Se demostró que concentraciones de tamoxifeno por encima de

lO uMposeen efectos inhibitorios que no pueden ser revertidos por estradiol indu

ciendo una acumulación de células en GD- G, incluso en lineas celulares que no po

seen receptores estrogénicos (94). Estos sitios de uniónespecificos del tamoxifeno

y de otros derivados del trifeniletileno, no solo se han encontrado en lineas de cón

cer de mama humano que contienen receptores estrogénicos, sino también en tejidos
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no blanco de la rata (231 ) v humano (232) pero principalmente en líneas de cáncer

de mama receptor estrogénico negativas (233). Fave y col. demostraron que una

variante subclonada de células MEF-7cuyo crecimiento no es inhibido por antiestró

genos, no contiene los sitios de unión específicos del tamoxifeno (234).

Estudios en pacientes demostraron que los niveles plasmáticos del tamoxifeno

llegan a 10'5 Msiendo esta concentración mayor a nivel intracelular. Por lo tanto

es factible suponer que el tamoxifeno pueda actuar a través de ambos tipos de re

ceptores, los propios v los estrogénicos (94).

Cuandose comparó el nivel de expresión de la proteína ras p-21 con la positivi

dad para REno se observaron diferencias estadísticamente significativas entre el

grupo de tumores REpositivos v el de REnegativos, a pesar de que el segundo grupo

parece tener una mayor expresión de la proteina oncogénica. Sin embargo cuando la

expresión de ras p-21 se determinó en función de la respuesta al efecto estrogénico

pudimos observar que en el caso de los tumores REpositivos, los respondedores a

E2expresaron niveles menores de ras p-Zl (estadísticamente significativos) que

los no respondedores. El porcentaje de expresión de ras p-Zl de este último grupo

fue muy similar al de los tumores REnegativos. Conrespecto a ésto un trabajo muy

reciente de Kasid y col. demostró que la línea celular estrógeno dependiente MEF-7

transfectada con el oncogene V-H-ras (MSF-7ras) pierde su hormono dependencia,

produciendo tumores en ratones atímicos en forma independiente de la presencia de

estrógenos (245). Debido a que el nivel de REy la Kdhormona-RE permanecieron in

variables en las MCE-7ras, los autores sugirieron que en las MCF-‘l‘ras,el oncoge

ne activado habría reemplazado el efecto estrogénico. Enun estudio posterior los

mismos autores demostraron una inducción de la síntesis de fosfoinosítidos (F. I. )

en MEF-T en presencia de E2;sin embargo las MEF-Tras mostraron un nivel basal de

F. I. similar al obtenido con las MEF-7inducida por E2 (246 ).

El hecho de que en tumores primarios, REpositivos, el nivel de expresión de la

proteína oncogénica ras p-Zl de los no respondedores a E2sea muy superior al de

los respondedores v similar al de los tumores REnegativos podria estar sugiriendo
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una analogía con lo observado en la línea MEF-’P,es decir, que la falta de respuesta

de ciertos tumores REpositivos a E2se podría deber a los niveles elevados de ras

p-21.

VI. Expresión de p-Zl en tumores primarios de mama

La activación de protoncogenes celulares parece ser uno de los mecanismos

más importantes en los eventos que llevan a la iniciación,I promoción y progresión

tumoral. Esta activacion puede ocurrir a través de mutaciones puntuales, delecio

nes, amplificación génica u otros mecanismos hasta el momento desconocidos. Una

de las familias de oncogenes celulares que ha sido frecuentemente asociada a una

gran variedad de tumores malignos es la del gene ras. La familia del oncogene ras

ha sido el centro de intensos estudios en los últimos años. Estudios de transfección

usando células NIH3T3detectaron la activación del c-Ki-ras en DNAobtenido de di

versos tumores de orígen epitelial.

La capacidad de estos genes de inducir transformación de células NiH3T3es el

resultado de un cambio en un nucleótido que altera el amino acido 12 en el producto

proteico de 21000 Dalton, {ras p-21 ). Recientemente se observó que cambios que

afectan el amino acido Bl de la p-2l , también pueden inducir transformación (236).

Sin embargo solo un pequeño porcentaje de los tumores humanos primarios (ge

neralmente entre el 10 y 20 I) demuestran poseer ras activado mediante la técnica

de transfección. Es decir que en la mayoria de los tumores estudiados no se han

detectado cambios cualitativos en p-21 (mutación). Alternativamente, la expresión

aberrante del gene ras podria estar relacionada con cambios cuantitativos en la ex

presión del protoncogene normal.

Comomencionamos en la introducción, mediante la utilización de técnicas de

recombinación genética, se pudo activar el c-Ha-ras normal colocando un LTRde

retrovirus en forma adyacente (237). A pesar de que este tipo de alteraciones no
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jugarían un rol preponderante en la tumorigénesis humana sugieren sin embargo

que, alteraciones en la regulación de la expresión del c-ras que pasarían inadverti

das por el mecanismo de transfección, podrian estar relacionadas con eventos car

cinogénicos.

Utilizando un anticuerpo monoclonal producido contra p-21 solubilizada de

membrana (109) pudimos demostrar que más del 60'11de los carcinomas primarios

de mama poseen ras activado. Recientemente Handy col. demostraron que mas del

90?.de los carcinomas primarios de mama poseen ras activado (238). Los autores

utilizaron un anticuerpo monoclonal producido contra un oligopéptido conteniendo la

secuencia de amino acidos de la posición lÜ a l”?del producto del c-ras por lo que es

posible que la diferencia en el porcentaje de tumores positivos se deba principal

mente a la utilización de diferentes anticuerpos.

Nuestros resultados coinciden con los de Handv col. en el sentido que la expre

sión de p-2l en carcinomas primarios de mama es muy heterogénea, tanto en lo que

se refiere al porcentaje de células que expresan p-Zl así como a la intensidad de la

expresión. Pudimosdemostrar asimismo que la mayor parte de los tumores dife

renciados no expresan ras o poseen muy bajos niveles de expresión (<1?!células po

sitivas ); una mayor expresión del ras fue asociada con tumores más indiferencia

dos.

Cuandocomparamos la expresión de p-21 con la de otros marcadores de dife

renciación como RE, pudimos observar que aquellos tumores con las mavores ex

presiones de p-21 eran en general negativos para RE. Sin embargo no hubo diferen

cias en el porcentaje total de tumores positivos para p-21 cuando fueron discrimina

dos según su contenido de RE. Enun trabajo publicado durante el transcurso de esta

tésis DeBortoli v col. pudieron determinar que el 88 Z de los tumores de mama po

sitivos para REcontienen niveles de p-21 10 veces mayores que los del tejido nor

mal, mientras que la mayoría de los tumores negativos para RE(622) tienen eleva

do solo 3 veces el nivel de p-21 por sobre lo normal. Fue posible observar sin em

bargo que los únicos dos tumores con niveles normales de p-21 asi como los dos tu
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mores con el mayor nivel de expresión del oncogene eran negativos para RE. Es de

cir, que a pesar de que los resultados estarían indicando una posible correlación

entre la presencia de REy niveles elevados de p-Zi los resultados no son conclu

yentes. Los autores demuestran asimismo que los niveles elevados de p-21 estu

vieron acompañados de una alta actividad de GTPasa, lo que estaría indicando que el

aumento de expresión de p-21 en carcinoma de mama correspondería a la proteina

normal v no a la mutada.

Conel objeto de poder establecer la posible correlación entre la expresión de

p-21 v el estado proliferativo del tumor, comparamos el nivel de p-21 con el TLItu

moral, observando que los mayores indices de proliferación se encuentran asocia

dos a una mayor expresión del oncogene. Untrabajo reciente demuestra que 19 de

20 tumores primarios de cáncer de mama con mas de 4 ganglios con metástasis, po

seen una moderada a fuerte intesidad de expresión de p-21 contra solo ll] de 21 ca

sos de tumores primarios con ganglios negativos (240).

Diversos estudios han demostrado que el tiempo libre de recurrencia de la en

fermedad esta correlacionado con el número de ganglios positivos. Mientras el 50 If.

de los pacientes con 4 o más ganglios positivos recurren antes de los 20 me

ses,todos los pacientes con tumores de mama sin ganglios metastósicos tuvieron un

tiempo libre de recurrencia que superó los 3Dmeses (241 ). Por otra parte, tumo

res con bajos niveles de TLIhan sido asociados con un bajo número de ganglios me

tastósicos (< de 4) (242). Estos resultados estarían sugieriendo que los altos nive

les de p-21 encontrados en tumores con más de 4 ganglios metastósicos tendría re

lacion con altos niveles de TLl v posiblemente con un bajo contenido de RE.

Nuestros estudios demuestran que la presencia del antígeno carcinoembrionario

se encuentra asociada a dos subpoblaciones con morfología diferente: a) una sub

población de células pequeñas v núcleos oscuros, sin capacidad proliferativa; b)

una subpoblación de células de mayor tamaño v núcleos más claros que muestran

potencial proliferativo. Por otra parte los estudios realizados con suspensiones ce

lulares permite asociar la subpoblación a con el segmento de células de alta densi
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dad, mientras que la subpoblacion b podría estar relacionada con la de células de

densidad intermedia o baja, aunque estas últimas no parecen poseer potencial proli

ferativo cuando se las incuba 4 horas en presencia de 3H-tim. Los estudios realiza

dos con el anticuerpo Yl3-259 muestran que la expresión de dicha proteína oncoge

nica se produce en la subpoblación b en forma exclusiva; no observamos expresión

de p-21 en el tipo celular a. Nuestros resultados estarían sugiriendo ademós que

un segmento de células tumorales del tipo b expresan simultáneamente CEAv p-21.

Por otra parte obtuvimos evidencias muy clara; de que células en estadios acti

vos de proliferación (ó en Go)pueden exprear p-21 y no CEA. La expresión de p-21

estaría asociada con estadios tempranos en la jerarquía celular relacionados con la

célula stem. Enun siguiente paso la célula expresaría p-21 y CEAen forma simul

tanea. Estas células de tipo transicional mantendrían aún su capacidad proliferati

va aunque en forma limitada. Luego la célula transicional expresaría solo CEA

hasta llegar a la célula final de acuerdo al esquema que se sugirió previamente.

Unreciente trabajo en cóncer de próstata confirma nuestros resultados en el

sentido que la expresión de p-21 está inversamente correlacionada con el grado de

diferenciación v que se encuentra asociada a las células mós anaplasicas que com

ponen los tumores (243).

La regulación de la transcripción del oncogene ras es un tema de intensos estu

dios. Recientemente se demostró que tumores murinos estrógeno-dependientes in

ducidos por DMBAmuestran expresión aumentada de p-21 (244 l, mientras que los

hormono-independientes poseen bajos niveles de dicho oncogene. Por otra parte una

reducción en los niveles de p-Zl precede a la regresión del tumor luego de una oo

forectomía (248).

Unestudio reciente del grupo de l. Pastan demostró que la región del

promotor del protoncogene H-rasl posee un alto contenido de 6+8, con repeticiones

CCGCCCv su inversa complementaria GGGCGG,no contiene el box TATA ni el CAAT.

Estas características del promotor del ras son muysimilares al promotor del re

ceptor de EGF,en lo que respecta al gran contenido en 8+0 v la ausencia de las se
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cuencias TATAy CAAT. Debido a que las regiones ricas en G+Cserian sitios de unión

de factores positivos de transcripción como por ejemplo el SP1 en el virus S'v'40los

autores sugirieron una similar regulación de la expresión de ambos protoncogenes

(247 ).

Un trabajo muy reciente del grupo de P. Chambon que ha clonado el c-DNAdel RE

de células MSF-7, demuestra que existe una gran homología entre la secuencia nu

cleotídica del c-DNAdel REcon el del oncogene erb-A. Este último tendría como

función mantener la expresión del oncogene erb-B que como se sabe posee gran ho

mologia con el EGF(248).

Conrespecto a la localización intracelular de la p-21 estudios previos realiza

dos por E. Scolnick y col. (109) demostraron la localización de p-21 en la parte in

terna de la membrana plasmática. Resultados posteriores de Handy col. le asigna

ron una localización intracitoplasmótica en cancer de mama y de colon humano

(238). Sefton y col. demostraron que la adición post-traducción de lípidos a la p

21 sería el mecanismo por el cuól la proteína oncogénica adquiere afinidad por la

membrana (249). Previo a la adquisición del lípido, el producto primario de la tra

ducción (p-21 ) estaría localizado en el citosol (249). Estudios posteriores sugi

rieron la importancia de un efectivo proceso post-traducción y agregado de lípidos,

para la transformación maligna (250).

Enfunción de estos datos es posible suponer que la localización intracitoplas

matica detectada por el grupo de Schlom como por nosotros en células de cáncer de

mama estaria indicandoque las células tumorales mamarias habrían perdido la ca

pacidad de producir las modificaciones post-traducción en la p-21. Envista de que

esta modificaciónestaria asociada a la capacidad de transformación (250) quedaría

por establecer con mayor certeza si los niveles elevados de p-21 intracitoplasmati

co juegan un rol importante en la iniciación del proceso de transformación maligna.

Otro de los aspectos interesantes de nuestro trabajo resultó la no detección de

p-21 en cortes por congelación. Wierenge y col demostraron que toda mutación que

lleva a un cambio en el residuo ¡2 de la p-21 produce una alteración en su capacidad
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de unir de GDPó GTP(252). Debido a que el anticuerpo monoclonal utilizado en

nuestro trabajo Y13-2S9, fue el único de los ocho anticuerpos obtenidos por el grupo

de E. Scolnik que inhibió la unión de GDPa la p-21 (109) resulta razonable suponer

que el epitope se encuentra en la estructura interna de la proteina, lo que explica la

falta de detección de ras-p 21 en cortes por congelación y la necesidad de una des

naturalización previa con p-formaldehído.

VII. Expresión del c-mïc

Los diversos estudios llevados a cabo acerca de la expresión del mRNAde onco

genes en tumores primarios adolecen de una falta de información común a todos y es

que no dan respuesta acerca de qué tipo de células son las responsables de la ex

presión de dicho transcripto. Este dato resulta menos relevante en estudios con li

neas celulares ya que la mayor parte de las células poseen características simila

res y las diferencias tienen en general relación con la fase del ciclo en que se en

cuentran y no debido a su heterogeneidad.

Sin embargo en el estudio de tumores humanos no puede dejar de considerarse

la existencia de una gran heterogeneidad celular. Los tumores estan compuestos

por células de diversos orígenes y por tejido conectivo, en una relación que difiere

en cada tumor. Las células pueden ser de tipo epitelial tumorales o contaminantes

normales, fibroblastos, linfocitos, endoteliales, etc. Por otra parte las células

epiteliales tumorales que componen un tumor humano no son funcionalmente simila

res, como fue demostrado en esta tesis y en otros trabajos.

El uso de técnicas de hibridación in situ o hibridación histoquímica (253), des

cripta en esta tesis puede ser aplicable tanto a lineas de cultivo asi como a cortes

de tejido. Los resultados presentados aquí demuestran la capacidad de esta técnica

de discriminar la localización intratumoral de transcriptos de genes a nivel de una

célula. Deesta forma es posible determinar cuales son las células responsables de
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la expresión de un gene en un tejido dado. Asimismo esta técnica puede permitir el

"barrido" de bancos de clones de c-DNAa través de su hibridación con subpoblacio

nes celulares específicas.

Puede usarse como alternativa o complemento de las hibridaciones en nitroce

lulosa. Es beneficiosa además ya que se necesitan sólo alrededor de 1-2 x 104célu

las por muestra y evita tener que aislar el RNAmensajero, siendo posible obtener

los resultados en forma semicuantitativa utilizando los controles apropiados.

La hibridación in situ fue aplicada en un principio para demostrar la localización

cromosómica de genes; por ejemplo la del c-myc en el cromosoma 3 (146) o más

recientemente la del c-ras en los cromosomas By 12 (254 J. En forma simultanea

diversos trabajos demostraron la expresión del mRNAde genes de Drosófila en cor

tes de tejido (199,200) o de secuencias virales en células infectadas (19?).

Recientemente Ühlsson y col. demostraron que la expresión del c-myc en pla

centa humana es muy elevada durante el primer mes con un pico a las 4-5 semanas

luego de la concepción. Los datos obtenidos por "Northern" y "DotBlot" fueron co

rroborados por medio de analisis por hibridación in situ. Sin embargo, mediante la

técnica de hibridación in situ, los autores pudieron observar además que la expre

sión del c-myc esta confinada específicamente a los citotrofoblastos y en forma

particular a aquellos en activa proliferación (198).

Enun trabajo posterior demostraron que el c-sis también se localiza en los ci

totrofoblastos y que estos pueden responder a PDGFexógena, por lo que sugirieron

que la placenta humana sería un ejemplo de regulación autocrina normal (159).

Los estudios realizados por medio de esta técnica en tumores son muy escasos.

Recientemente J.0u y col. analizaron la expresión del c-myc por hibridación in situ

en diversas lineas de cancer de pulmón y neuroblastoma observando que la expre

sión del oncogene se encuentra elevada en casi todas las células (255). Esto coinci

de con el hecho de que una línea tumoral en cultivo esta compuesta por casi un 100?:

de células stem. Por otra par-te confirmaría resultados previos en el sentido de que
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en células transformadas la expresión del mvc es constitutiva v no depende del ciclo

celular (181).

Esta situación sin embargo es muy diferente en tumores primarios donde sólo

un porcentaje determinado de las células que lo componen son células stem exis

tiendo ademós un segmento de células transicionales con capacidad proliferativa li

mitada.

Eneste trabajo hemos demostrado que el 83 lt (12,49) de los tumores prima

rios de mama poseen de 2 a 15 veces mas células con expresión de c-myc que la

placenta humana. Esta expresión es muy heterogénea y el porcentaje de células que

expresan el transcripto varía entre los diferentes tumores. El mayor porcentaje de

células con expresión positiva de c-myc en un tumor fue 34'!" Además observamos

que parte de las células expresan c-mvc con mayor intensidad que otras, dentro de

un mismo tumor.

Nuestros resultados muestran ademas que la expresión del c-mvc tiende a es

tar correlacionada en forma directa con los niveles de proliferación tumoral, salvo

en dos casos que fueron ya comentados en la sección Resultados. En general el por

centaje de células con expresión de c-mvc en un tumor dado fue siempre mavor que

el de las células en proliferación.

Estudios realizados en células 3T3demostraron que la expresión del c-mvc es

similar en células quiescentes v transformadas v su expresión no estaría regulado

por el ciclo celular (161 ). En la línea promielocítica humana HL-BÜla reducción

observada en la expresión del c-mvc está relacionada con una inducción de la dife

renciación v no con la entrada en BOIB,de las células indiferenciodas (177). Estos

datos fueron confirmados en la línea murina de teratocarcinoma F9 donde se produjo

una caída de 15-20 veces en la expresión del c-mvc en células diferenciadas con ó

cido retinoico (181 ). Estudios similares en una línea de leucemia mieloide murina v

en una línea de células T de pollo demostraron que la expresión del c-mvc es inva

riable a lo largo del ciclo y depende del estado proliferativo de la célula (l?9,256 ).
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Estudios muy recientes en 6 muestras de cáncer de colon sugieren que la ex

presión del c-mvc no estaría regulada durante el ciclo celular va que el aumento de

expresión correlacionó con un incremento en la expresión de genes tanto de Gi como

de S (257).

Enfunciónde estos resultados es posible afirmar que la expresión del c-myc

en células transformadas dependería del estado proliferativo de la célula v no esta

ria regulada por el ciclo celular. Nuestros estudios no permiten determinar con

claridad estos eventos en cancer de mama humano. Sin embargo el hecho que el

porcentaje de células con expresión de c-mvc no solo correlacionó en líneas gene

rales con el potencial proliferativo de los tumores sino que estuvo inversamente co

rrelacionado con la diferenciación tumoral v que la mavor expresión del protonco

gene se observó en aquellos tumores con baja expresión de CEAsugiere que la dife

rencia entre el porcentaje de células que expresan c-myc v el de las proliferantes,

podrian ser células quiescentes en GD.

Los estudios morfólogicos desarrollados in situ a través de la determinación

simultanea de la expresión del c-mvc v de CEAnos permiten afirmar que la expre

sión del transcripto del protoncogene estaría confinado a células que no expresan

CEA.

Comose mencionó en la introducción, la transformación maligna requiere de

una serie de eventos secuenciales, en los cuales fueron involucrados al menos dos

tipos de oncogenes; el producto protéico de uno de ellos tendría localización nuclear

(p.ej. c-mvc) v el otro citoplasmatica o membrana] (p.ej. c-ras). La función de

los genes relacionados con el primer grupo sería inducir por mecanismos aún des

conocidos, la inmortalización de la célula stem. Conrespecto al segundo grupo, su

funcióndebería estar relacionada con la transmisión de señales del exterior de la

membrana nuclear, hacia su interior.

Resultados mencionados previamente en MCF-‘l‘sugieren que el oncogene ras po

dría estar involucrado como intermediario en la transducción de señales de hormo
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nas y posiblemente factores de crecimiento a través del mecanismo del inositol fos

fato (258 ).

Slamon y Dlinedemostraron que la expresión del c-Ha-ras y la del c-mïc se

encuentra aumentada en forma considerable durante el desarrollo fetal y embrional

del ratón (259). La participación de los protoncogenes c-myc y c-Ha-ras en la pro

liferación celular fue confirmada por Makinoy col. trabajando en regeneración he

pática de higado de rata (280). Los autores demostraron que el aumento en la ex

presión del o-myc ocurre en forma previa a la del c-Ha-ras (260). Otros estudios

del mismo grupo demostraron que la expresión del c-Ha-ras se encontraba aumen

tada en tumores primarios de higado de rata, en zonas no tumorales de dicho tumor

y en lineas celulares de hepatomas, mientras que solo el tumor primario ó las li

neas celulares tenian elevado el c-myc (261 ).

Noabundan en la literatura los estudios acerca de la expresión simultanea de c

ras y c-myc en tumores humanos. Enun trabajo realizado en cáncer de cuello uteri

no se observó una amplificación genómica del c-Ha-ras y del c-myc en 8 de 9 tumo

res avanzados (estadios 3 y 4). Esto no fue observado en estadios primarios del

tumor, por lo que se consideró que estos oncogenes estarian relacionados con la

progresión tumoral y no con su iniciación (282). Estos resultados difieren en lo que

respecta al c-ras cuando se compara con el carcinoma de colon; en este ultimo la

expresión de p-21 se encuentra aumentada en tumores en estadios iniciales By C de

Duke. Enestadio Dno se observan niveles elevados , mientras que en los metasta

sicos hubo una reducción en el nivel de expresión de p-21 con respecto al tejido nor

mal adyacente (283).

Estudios muy recientes en diferentes tumores demostraron amplificación genó

mica del c-myc, acompañado en determinadas circunstancias (en general tumores

avanzados ) de deleciones alélicas del c-ras. Estas deleciones fueron mas eviden

tes en metástasis que en tumores primarios (284). Esto difiere en alguna medida de

lo observado en cancer de mama donde tumores con ganglios positivos poseen nive
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les más elevados de expresión del c-ras que los tumores con ganglios negativos

(24o).

Enlo que respecta al cancer de mama humano, se ha observado expresión au

mentada del c-mvc como producto de la amplificación génica en l de 5 líneas celula

res (265). Posteriormente Slamon v col. demostraron expresión aumentada en 4.34

carcinomas de mama (266) y en un trabajo muy reciente Escot v col. observaron

expresión aumentada del c-mvc en el 'i'llt de los tumores (10.314), porcentaje bas

tante similar al obtenido en nuestro trabajo; sin embargo sólo en 8 de los 10 tumo

res se observó amplificación génica del c-mvc, razón por la cual la expresión au

mentada en el resto de los tumores estaría relacionada con una desregulación de la

transcripción (26'?‘.

Los resultados obtenidos en nuestros estudios en carcinomas primarios de ma

ma en lo que respecta a la coexpresión del c-mvc v el c-ras son muy variables. Se

observó la presencia de tumores con alta expresión de ambos protoncogenes, con

expresión aumentada de solo uno de ellos o sin expresión de ninguno. Delos 5 tu

mores con la mayor expresión del c-mvc, 3 estuvieron asociados a una alta expre

sión del c-ras. Cabeseñalar asimismo que aquellos tumores con alta expresión de

ambos protoncogenes tuvieron los índices de proliferación mas elevados de todos

los tumores estudiados.

Por otra parte , el hecho de que la expresión de ambos protoncogenes se en

cuentra asociada a altos índices de proliferación e inversamente relacionadas con

los diferentes estadios de diferenciación celular, sugiere fuertemente que la expre

sión aberrante de los mismos ocurre a nivel de las células stem en apoyo de la teo

ría acerca del crecimiento de tumores sólidos a partir de dichas células.

Enla figura 56 presentamos lo que consideramos es la secuencia de eventos que

se producen durante el proceso de expansión clonal de las células stem en cáncer

de mama. Comopodemos ver, las células stem poseen dos alternativas por su con

dición de tal, que son la de proliferar o permanecer en Go.



IBI

Este estadio en et oaai estarian expresando los genes ras y myc podria estar

regaiado por factores de crecimiento y posiblemente hormonas mitogénicas o even

tuatmente por una regulacion autocrina. Durante et proceso de expansion cional que

Heva a ta diferenciación, ias ceiutas se dividen sintetizando p-2i y posiblemente ei

producto del o-myc. En un paso siguiente y aún con capacidad de división pero ya en

ei segmento transicionai, las céimas expresan simultaneamente CEAy p-2i , segui

do de cambios mor-foiógicos y represion det gene ras. Posteriormente y ya en una

etapa de diferenciación las células expresan CEAy REpara finaimente reprimir ei

gene de CEAy expresar soto RE.

RE.

Figura 56 . ¿rare-325??de e-mwr. ras- p-¿’L ¿‘54 l"REex?CáhCfi“Je mama Seace-arde
en?modem ale fas ¿Wargames ¿edema-ss. Para e? ÚÍ'ÏÉ’ÉJPJEo? fos sera-rar was ha“ figu
ro f. 1.! ¡kidsz que La aconsejó}? e}?ese segmenio de c-éïufas: 5-335: JE}‘3'?¿Z=‘5‘Í:"‘¿3¿Ï¿3{ .3
mmm que ¡a ¿mr-55:11???no ha 3252?{ofafmeüie Jemasfraa'a. ‘
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CONCLUSIONES

Creo que los datos presentados en esta tesis resultan un aporte tanto en el as

pecto basico como en el aplicado, en el estudio acerca de la heterogeneidad celular

en el cáncer de mama.

Enla primera parte de la introducción sostuve que dentro de la investigación de

la biología del cáncer es posible definir una serie de objetivas primordiales relacio

nados con las posibles mecanismos primarios de la oncogénesis, con la dinámica del

crecimiento tumoral y con la búsqueda de marcadores que permitan racionalizar los

tratamientos terapéuticos.

Comohemos visto se han efectuado en esta tesis diversos aportes dentro de los

objetivos fijados: a- demostramas que existe una subpablación de células stem que

sería la única con capacidad de proliferación dentro de la heterogenea masa celular

de los tumores la cual debe ser el blanca de todo tipo de terapia; b- se constató

ademas que el segmento de células proliferantes contiene no solo a las células stem

sino a una subpoblación de células transicionales en vias de diferenciación; c- asi

mismo se demostró la existencia de células en estado de reposo que serían induci

das a entrar en ciclo por efecto estragénico, dato relevante no solo en lo que res

pecta a la dinámica del crecimiento tumoral sino a los efectos del usa de las tera

pias convencionales con citastúticas que actúan a nivel de la replicación del DNA;d

se pudo demostrar casi con total certeza que la expresión de los oncogenes myc y

ras estaría relacionada con los mecanismos de proliferación de las células stem

por lo que es posible sugerir que los tumores se originarían a partir de eventos que

afectarían a dichas células en forma específica; e- a pesar de no haber abordado la

búsqueda de marcadores de células stem, el hecho de haber demostrado la existen

cia de dicha subpoblación celular en cancer de mama humano implica que la búsque

da debe estar orientada hacia antígenos que sean solo expresados par este tipo de

células y no por las demós subpoblaciones; f- nuestros resultados permiten sugerir
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una serie de eventos que atravesaríon las céluïas stem "tumorales' durante e] pro

ceso hacia su diferenciación fina].

“c’er
(-3 '
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Anexo

Durante el período de revisión e impresión de esta tesis, aparecieron en la literatu

ra una serie de trabajos que confirman los datos obtenidos.

a) El grupo de J.Schlom demostró que los niveles elevados de ras p-21 en cancer

de mama se encuentran asociados a una mayor malignidad, no habiéndose encontra

do relación con la presencia de RE(N.Dhuchi y col. Cancer Research 4612511,1986).

b) La determinación de N-myc en neurobiastoma por hibridación in situ correlaciónó

muy bien con la hibridación en filtros (Dot biot). Ademósfla expresión de este onco

gene estuvo asociada a las células mós indiferenciadas y al curso de la enfermedad.

(E.F. Brady-Leopard y col. Cancer Research 463198,1986).

c) Estudios propios realizados en colaboración con e] grupo de E. Medrano demues

tran en MCF-‘i'ia presencia de subpobiaciones ceiulares aisladas a partir de gra

dientes isopicnicos preformados. La fracción caracterizada como ta de células stem

seria la de menor contenido de RE. (M. Resnicoff y col. Proceedings of the National

Academy of Sciences ¡937, en prensa).
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Abreviaturas

Ac. M:anticuerpo monoclonal

A. E.: actividad especifica

BSA:albúmina sérica bovina

c-DNA: DNAcomplementario

CEA:antígeno carcinoembrionario

c-onc: oncogene celular

DAB:díamino benzidina

DCC:dextran coated charcoal

DES:dietil etilbestrol

DMS:cromosomas dobles diminutos

E2: estradiol

ESF:factor de crecimiento epidérmico

EGFR:receptor de factor de crecimiento epidérmico

erbB: oncogene del virus de la eritroblastosis aviaria

FBS:suero fetal bovino

FER:fibroblastos de embrión de rata

GTPasa:guanosina trifosfatasa

HLA:antígeno mayor de histocompatibilidad

H.S.R.: zonas de tinción homogénea

L.T.R.: long terminal repeat (promotor viral)

MEM:medio esencial mínimo

myc: oncogene del virus de la mielocitomatosis

NAF:nafoxidina

Ü.D.: densidad óptica

PDGF:factor de crecimiento derivado de plaquetas

PES:buffer fosfato salino

PHA:fitohemaglutinina
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ras: oncogene del virus de sarcoma murino

RE:receptores estrogénicos

RPg:receptores progestínicos

RS'H':virus del sarcoma de Rous

src: oncogene del virus de sarcoma aviario

SSC:citrato sodio salina

TAM:tamoxifeno

E: Tris EDTA

TGF:factor de crecimiento transformante

V-onc: oncogene viral
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