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E) cancer es reconocido como una patologia de 1a proliferacion celular que se ca-
racteriza por la pérdida de 10s controles que mantienen 1a organizacion celular de los
tejidos. El reconocimiento de 108 mecanismos por los cudles 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 quizds el objetivo mas importante en la investigacién
del cancer. A pesar de los importantes avances en técnicas quirdrgicas y el desarrollo
de terapias adyuvantes muy agresivas para el tratamiento de 1as neoplasias primarias,
es muy relativo el éxito alcanzado, especialmente en tumores sdlidos.

Profundas investigaciones realizadas en 1os ultimos afios en diferentes laboratorios

de todo el mundo han acercado nueva informacién acerca de 10s eventos bdsicos en 1a pa-

de su crecimiento. Estos estudios estarian abriendo serias dudas acerca del disefo de
protocolos terapéuticos usados en estos momentos para la erradicacion definitiva de la
neoplasia. E1 uso correcto y alternativo de drogas antineopldsicas, asi como sus efectos
adversos, pasa necesariamente por el conocimiento de 1a dindmica celular, tanto de los
tejidos a vulnerar por el tratamiento, como de 10s tejidos normales del huésped. QBesa-
fortunadamente, el actual nivel de comprension cientifica de la biologia del cancer y es-
pecificamente del cancer de mama humano, por 10 menos en lo que respecta al trata-
miento terapéutico, no permite una racionalizqcién acerca del uso de drogas, su combi-
nacion, secuencia, dosis y efectos adversos. Como fue ya mencionado por otros auto-
res, 1a historia de 1a investigacion en este area del cancer de mama humano podria ser

descripta como racionalmente empirica {(1).

Dentro de 1a investigacion bioldgica del cancer es posible sugerir una serie de obje-

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

a. estudio de 10s mecanismos primarios de 1a oncogénesis.
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b. comprension de la dinémica del crecimiento tumoral y de la interrelacion entre los
diferentes componentes celulares del tumor.

c. busqueda de marcadores que permitan la individualizacion de las células responsa-
bles de 1a proliferacion 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 aproximacion final al item c.



INTRODUCCION

I. Heterogeneidad celular en tumores humanos

E1 término “"progresion neoplasica” fue utilizado por Foulds para describir cambios
temporaies en las caracteristicas bioclogicas de las células tumorales (2 ). Este proceso
biologico que permite @ 1a célula maligna adquirir 1a capacidad de invadir el tejido adya-
cente y metastatizar se manifiesta a través de una tendencia de parte de 1a pobliacion
neopldsica a incrementar su capacidad proliferativa, evidenciando una mayor indepen-
dencia de 108 mecanismos que regulan la proliferacioén celular. Uno de 1os primeros
ejemplos descriptos al respecto es el proceso mediante el cual un tumor hormona-de-
pendiente, deja de responder al efecto hormonal durante l1a progresién del tumor (3).

En lineas generales se cree que a medida que el tumor progresa, se evidencia un
aumento de 1a "malignidad” que generaimente va acompaifiado de una pérdida de 1a capaci-
dad de diferenciacion. Debido a que estos cambios progresivos en el fenotipo tumoral
ocurren en forma paulatinag v no en todas las células en forma simultanea, es dable su-
poner que ia progresion neopldasica traerd aparejada una gran heterogeneidad celular en
un tumor en & momento del diagndstico clinico (2,4). Hasta comienzos de 1a década del
70 1os pardmetros acerca de 1a proliferacion celular se basaron en estudios cinéticos del
total de la poblacion de células tumorales (5). El concepto de que solamente una parte
de 1as células de un tumor posee capacidad proliferativa, recién pudo ser confirmado con
el advenimiento de técnicas de deteccion comon 1a autorradiografia {(5) y 1a mas reciente

de 10s ensayos de clonogenicidad (7.8).



I.a. Implicancias en el estudio de la biologia del cancer

Algunos tejidos contienen células que se dividen a 1o largo de toda la vida dando ori-
gen a células diferenciadas y células similares a si mismas. Estas células son las célu-
las stem. En tejido= con capacidad de autorrenovacion como el epitelio seminifero {9),
el intestino delgado {9), la méduia dsea (9,10), etc., las células stem han sido identifi-
cadas con bastante precisidn.

En estos tejidos las células funcionalmente diferenciadas se pierden y son reempla-
zadas por la proliferacion de células mas primitivas (12).  El concepto de célula
“stem” en 1a dindmica histoldgica de los tejidos normales se refiere a aquellas células
mdAs primitivas dentro de un tejido.  Estas pueden dar origen tanto a células que llegan a
la diferenciacion funcional compensando pérdidas fisioldgicas, asi como mantener cons-
tante su propia poblacion de células stem (10). La produccion de una gran familia de
células descendientes diferenciadas es un procesc denominado “expansion clonal” , de-
crece con la edad v es muy baja en adultos, mientras que la division para producir nue-
v0s células stem se denomina “capacidad de autorrenovacion” y es la propiedad que de-

fine a una célula stem™-

I.b. Subpoblaciones celulares.

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

en forma unidireccional, 1levando siempre a un incremento de las funciones relacionadas

* La palabra "stem” {progenitora, madre), si bien posee raiz inglesa, ha sido tan
ampliamente incorporada en la terminologia cientifica actual que sera utilizada sin

traduccion en el presente trabajo.



con la diferenciacion, con una progresiva pérdida de ia capucidad proiiferativa. Esto se

ejemplifica en 1a figura 1.
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A ambos extremos de la jeraquia celular se encuentran, por una parte las células
stem con el maximo potencial proliferativo y en condiciones de dar origen a toda la des-
cendencia celular y en el otro extremo las células diferenciadas y terminales sin ningu-
na capacidad proliferativa. El segmento de células transicionales mantendra una deter-
minada capacidad proliferativa de acuerdo a su posicion relativa con respecto a las célu-
las stem y a 1as diferenciadas (13).

Por 1o tanto en tejidos normales en renovacion existirian tres grandes categorias de
células en el total de la poblacién: células diferenciadas (finales ) no proliferantes; cé-
lulas en vias de diferenciacién (transicionales) con limitada capacidad proliferativa.
Estas dos subpoblaciones dominan numéricamente a 1a tercera subpoblacion de células
proliferantes (stem) con capacidad de autorrenovacion (14).

Un ejemplo de tejido normal en el cual se demostro la presencia de 1as diferentes
subpoblaciones es el epitelio seminifero, donde las células stem corresponden q las es-
permatogonias de tipo A; las células transicionales incluyen a las espermatogonias de
tipo B, 10s espermatocitos y 10s espermatides, mientras que las células finales son los
espermatozoides (9).

Estudios de Leblond y Cheng demostraron l1a presencia de 1as tres subpobiaciones en
intestino de raton. Se observd que las células columnares de las bases de 1as criptas en
el epitelio del duodeno y del yeyuno son las unicas capaces de dividirse manteniendo su
propia fuente de células. Asimismo pueden dar origen a cudtro tipos de células transi-
cionales, que a su vez poseen la capacidad de dividirse tres veces mas hasta que se dife-
rencian en células maduras vy totalmente diferenciadas. Estas ditimas se localizan en 1a
parte superior de las criptas (9).

Las caracteristicas ultraestructurales de las células stem del epitelio seminifero y
del intestino son bastante similares, ya que ambas poseen un tamano intermedio, cro-
rmatina difusa, falta de organelos y abundantes ribosomas libres (9).

La definida localizacion de 1as células stem en el epitelio seminifero a 1o largo de la
membrana limitante, asi como de las células stem de intestino en 1a base de 1as criptas,

permitid su estudio por técnicas de autorradiografia. Por el contrario, la identificacion



de 1as células stem en médula 6sea necesitd del desarrollo de técnicas de cultivo de cé-
lulas en agar semisdlido 6 de 1a formacion de colonias en el bazo de raton. Tilly
McCulloch en una reciente revision definen a 1a célula stem hematopoyética como pluripo-
tencial, capaz de autorrenovarse y de dar origen tanto a 1a serie mieloide, como a la
linfoide . Cada serie posee a su vez células primitivas capaces de responder a estimulos
externos (por ejemplo eritropoyetina en 1a linea eritrocitica) vy de dar colonias con cé-
lulas que expresan marcadores de diferenciacion {12) .

Mas aun, estudios genéticos de un solo clon de células demostro que estos pueden
contener elementos relacionados con la eritropoyesis, granulopoyesis y megacariocito-
poyesis, lo que demostrd inequivocamente que las células stem eran pluripotenciales
(15).

A pesar de que la existencia de células stem en médula dsea es actualmente muy
clara, su participacion diaria en el sistema hematopoyético no 1o es tanto, pues podrian
funcionar solo como reserva en casos de emergencia. Por ejemplo Lahiri y Van Putten
demostraron que una gran parte de las células stem hematopoyéticas que se encuentran
quiescentes en raton, pueden ser inducidas a entrar en ciclo en un lapso de 10 minutos,
luego de una exposicion del raton a 100 rad (16). Una respuesta regenerativa similar fue

descripta en 1a mucosa intestinal ¥ en la epidermis (11).

I.c. La orqganizacién celular del tejido tumoral

Los tumores humanos se desarrollan en tejidos que normalmente {o condicional-
mente ) proliferan por mecanismos de autorrenovacién. Llama la atencion el hecho que
los tumores son especificos de cada tejido, es decir, el tumor de mama humano puede
ser identificado como tal ya que remeda el tejido mamario del cual se originod e incluso

los tumores expresan marcadores especificos del tejido de origen {factor prostatico es-

pecifico, factor pancredtico especifico, caseina, lactalbiminag, BHCG, etc. ). Por 1o tan-



to es posible suponer que el origen de los tumores residiria 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 Gitimos afios dos teo-
rias generales acerca del origen de 1os tumores. La primera de ellas, aceptada durante
muchos afos, sugeria que un evento carcinogénico producido en una célula diferenciada
podria inducir a ésta a proliferar, incluso en condiciones en 1as cudles retendria su co-
pacidad de diferenciacién de acuerdo a su funcidn tisular. De acuerdo a este modelo se
produciria un proceso de desdiferenciacion celular (17).

Una segunda teoria general sugiere que 1a neoplasia se originaria en un evento car-
cinogénico a nivel de 1as células stem del tejido en cuestion. El potencial proliferativo y
la capacidad de diferenciacion de esta subpoblacion de células, evita tener que proponer
un mecanismo de desdiferenciacion. Sin embargo, es necesario proponer que el evento
carcinogénico antes referido, deberia producir una pérdida de los controles naturales
que rigen 108 mecanismos por los cudles una célula stem puede optar por autorrenovarse
0 en su defecto entrar en un proceso que lleve a su diferenciacion. La capacidad de la
neoplasia de organizar una estructura diferenciada que remede el tejido en el cual se
origind, dependera del grado de alteracion producido en las células stem debido al even-
to carcinogénico antes mencionado {17).

Desde el punto de vista matematico de la estadistica de poblaciones, un sistema de
autorrenovacion puede ser descripto de esta manera: La célula stem puede dividirse
produciendc dos células stem hijas (autorrenovacion) o dos células hijas no stem que se
diferenciardn. La probabilidad del proceso de autorrenovacion (P.A.R) es p, mientras
que la probabilidad de entrar en diferenciacion es: q= 1-P.A.R.{p); {(18).

Por cuestiones de equilibrio fisioldgico, se requiere que en un tejido adulto el nime-
ro de células stem sea constante. La proliferacion de las células stem en tejidos norma-
les debe ocurrir solo para proveer al tejido de nuevas células diferenciadas y funciona-
les para compensar las pérdidas fisiolégicas, manteniendo al mismo tiempo constante su
propioc numero. Tedricamente, el mantenimiento de un nimero constante de células stem

se podria consequir por medio de una division asimétrica que produzca una célula stem y



una diferenciada; sin embargo, 1a mayor parte de las evidencias en tejidos normales su-
gieren que la division de 1as células stem es simétrica, produciendo dos células stem hi-
jas o en su defecto dos células que iran hacia 1a diferenciacion (9. De agui que cuando

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

librio figiologicoy P.A.R. serda un numero cercano a 0.5. Esto se ejemplifica en 1a figu-

racd.
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Figura 2. fsguema de prolileracion de celulas stem. La probabilidad de aulorrenova-
cion {F. A, R. D en tejido normal es cercana @ 9, 5 1 en e neoplasia mavor a 0, 5. Gl célu-
las stemy & ) lransicionaless o ! diterenciadas

La progenie no stem posee una capacidad proliferativa limitada que ira decreciendo con el
aumento de 1a diferenciacion {13,18).

El modelo del origen clonal del cancer a partir de 1as células stem sugiere que
cuando un cambio hereditario e irreversible confiere a la célula etem una probabilidad de
autorrenovacion P.A.R. > 0.5, se producird una expansion clonal de las células stem y

estariamos frente a 1o que se denomina neoplasia (13). Segun este modelo, la célula
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stem transformada seguira produciendo su progenie diferenciada aunque en menor pro-
porcidn que en el tejido normal (Fig. 2).

En algunos tumores transplantables, asi como en 1a mayoria de 1as lineas celulares
propagadas in vitro, P.A.R. es un valor muy cercano a 1,0 y todas las células presentes
son células stem. Para todos 1os valores intermedios entre 0,5 y 1,0, 1a neoplasia con-
tendra también células no stem. Esta es seguramente la situacion en 1os tumores huma-
nos (11).

La organizacidén de 103 tejidos normales de autorrenovacion tiene importantes impli-
cancias en lo que respecta a las células que se encuentran ciclando. Evidencias obteni-
das a partir de tejidos hematopoyéticos humanos y murinos y de 1a produccion de células
en 1a mucosa intestinal, sugieren que 1a pequeha proporcion de células stem efectivas en
un tejido normal de autorrenovacion se encuentra quiescente en el estadio denominado
Go, mientras que la mayoria de 1as células que se encuentran ciclando son 1as denomi-
nadas transicionales {12). Debido a que 1as evidencias experimentales sugieren que los
tumores humanos serian "caricaturas” del proceso de renovacion celular de su tejido
normal equivalente (20), la diferencia mas importante entre ambos radicaria en que en
el tumor el segmento de células stem se encontraria en un proceso de expansion incon-
trolable, con la mayor parte de éstas proliferando.

Existen evidencias que en conjunto favorecen el modelo que toma a 1a células stem

como el origen de ciertos tumores humanos:

1. La mayor parte de los diagnodsticos histopatoldgicos se basan en la diferenciacion
celular especifica de cada tejido; es decir, 1a expresion mas diferenciada de los tumores
sdlidos remeda el tejido en el cual se origind.

2. Diversos trabajos, incluso de nuestro laboratorio, demuestran que existe una co-
rrelacion inversa entre el grado de diferenciacion tumoral y el indice mitotico o el indice
de captacion de timidina (21,22).

3. Laexperiencia clinica con radioterapia sugiere que 1a remision de un tumor se ob-

tiene por 1a muerte de una pequena proporcion de células.
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4. Enlos ensayos clonogénicos, el numero de colonias a partir de suspensiones unice-
lulares se encuentra generalmente en el rango de 0.001% - 1.0 % del total de células
plaqueadas (24 ).

5. En estudios hematoldgicos se han encontrado marcadores de clones, como el cro-
mosoma Filadelfia (25) o 1as isoenzimas de qlucosa - 6 - fosfato deshidrogenasa
(26,27), en multiples linajes celulares, indicando un Onico origen para todos 1o0s 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, ya que solo una
minoria pueden volver a formar colonias luego de un nuevo repique, mientras que 1a ma-
yoria ha perdido su capacidad proliferativa (29). Esto indica que 1a progenie de los
mieloblastos puede autorrenovarse, o bien alternativamente, entrar en una serie de di-
visiones terminales durante 1as 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 1a presencia de una pequetia subpoblacion
de células stem (usualmente < 2-3% del total de células) acompanadas de una mavyoria
de células con capacidad proliferativa limitada y que expresan marcadores de diferencia-
cidn. Por lo tanto es posible afirmar que las células que componen un tumor son hetero-
géneas en 1o que respecta a su potencial proliferativo ¥ a su diferenciacion celular, en
funcidon de la posicion relativa que tengan dentro de la jerarquia de renovacion celular
(13). A pesar de que el origen de los tumores parece ser claramente monoclonal, su
propia inestabilidad genética hace que aparezcan nuevas lineas stem discretas, algunas
de las cuales pueden poseer claras ventajas proliferativas sobre el resto de 1as lineas v
predominaran en el tumor (4). Es decir que 1a gran heterogeniedad celular se vera in-

crementada por 1a probable aparicion de nuevas lineas, entre ellas las resistentes a las

diferentes drogas.
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I.d. Técnicas de deteccidn de células stem

La presencia de celulas stem en una poblacion en renovacion es facilmente detecta-
ble por autorradiografia, luego de 1a administracion de timidina radicactiva in vitro o in
vivo, .

Como se sabe este método pone de manifiesto el grupo de células que se encuentran

en 1a fase S del ciclo celular {Fig.3).

No se dividen

Figura 3. Represeniacion esquemdlica del ciclo celular. 6y v 5p son las fases de inler-
valo entre Si'sintesis de ONA ) v M (mitosis ) by €5 un estadio de reposs.
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E1 porcentaje de células marcadas con radioactividad sobre el total de células se deno-
mina "indice de marcacidn con timidina” (T.L.I.: thymidine labelling index ) que como el
indice mitdtico esta relacionado con la proliferacidon tumoral {30).

Por 16gicas consideraciones de tipo ético, es muy poco 1o que se ha hecho in vivo en
tumores humanos. Sin embargo cuando se hicieron comparaciones entre los indices de
marcacién estimados in vitro e in vivo en tejidos animales, la correlacién que se encon-
tro fue muy buena (31). En lineas generales se ha podido observar que el T.L.l. corre-
laciona directamente con 1a agresividad de 1a neoplasia {30). Steel publico un resumen
de 705 mediciones de T.L.l. en tumores humanos (31) y observd que no existia gran
coincidencia entre las diferentes series; mientras algunos grupos mostraban un T.L. 1.
promedio de alrededor del 13%, existian otros trabajos donde este promedio no superaba
el 3%. Esta discordancia obedecia a las diferencias en el tiempo de duplicacion real de
los tumores; mientras en los sarcomas éste depende exclusivamente de 1a fraccion de
crecimiento del tumor, en carcinomas es funcion especialmente de 1a pérdida de células
durante el proceso de crecimiento y expansion del tumor. Denekamp sugirid que esto se
debia a que los carcinomas proliferan mediante 10s mecanismos de qutorrenovacion, por
10 que poseen normalmente un alto "turnover” celular y por ende un alto porcentaje de
pérdida de células (32).

Trabajos posteriores de Kusama y col. (33) v Silvestrini vy col. (34), confirmaron
que la pérdida de células en los carcinomas esta en el orden del 90%.

Uno de los grupos con mayor experiencia en el estudio de 108 indices de prolifera-
cion de 1as neoplasias demostrd en una reciente revision, que el T.L.Il. fluctda entre
0.1% en carcinoma de tiroides, hasta 45.8% v 65% en linfomas malighos de tipo histiociti-
co y tumores de células germinales respectivamente (30). En cancer de mama humano
el T.L.l. (de 282 casos estudiados) fluctud entre 0.05% y 35.6% y correlaciond con el
grado de agresividad; una correlacidn similar se encontro cuando se comparé el T.L.|.

con la fraccion de células en fase S calculada por citometria de flujo (35). Se demostro
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asimismo que tanto el T.L.|. como la fraccion S estan inversamente relacionadas con la
presencia de receptores estrogénicos (30, 36).
De los datos expuestos hasta aqui es posible afirmar los siguiente con respecto al

indice de captacidn de timidina:

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

moral en el nUmero de células ciclando.

b. los tumores de crecimiento rdpido y mds agresivos poseen 10s valores mds altos de

T.L. 1.

La confirmacion de estos resultados que indicaban que solo un pequefio 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 técnica
denominada "ensayo de clonogenicidad”, consiste en el crecimiento de colonias en ung
doble capa de agar semisdlido a partir de células obtenidas de un tumor primario {por
digestion enzimatica o mecanica) 0 a partir de derrames pleurales o asciticos.
Hamburger y Salmon fueron los primeros en reportar el uso en gran escala de técnicas
de cultivo en agar semisdlido para cuantificar 1as células clonogénicas en tumores epite-
liales (37). En un:trabajo inicial demostraron que el porcentaje de colonias (eficiencia
clonogénica) obtenidas a partir de células de liquido ascitico de carcinoma de ovario 0s-
cilo entre 0.02% v 0.16%.

Trabajos posteriores permitieron clonar mielomas {38), melanomas (39 ), adeno-
carcinomas de vejiga (40) y cdlon (41), etc. Un trabajo de Benard y col. mostro que en
13 adenocarcinomas primarios de ovario, 15 de mama y 5 melanomas, 1a eficiencia clo-
nogénica fue de 0.001- 1.0%, 0.005-0.1% y 0.003-0.1% respectivamente (42). Esta
serie de resultados confirmd que s86lo un pequeiio porcentaje de células del total del tu-

mor puede criginar su propia descendencia produciendo una colonia.
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Existe el convencimiento de que 1as células clonogénicas in vitro pueden ser simila-
res a las potenciales células stem in vivo. Sin embargo resulta conveniente sequir deno-
minando células clonogénicas a 1as que crecen in vitro y células stem a 1as responsables
del crecimiento tumoral in vivo. Por ejemplo, un reciente trabajo de Karp y col. demos-
tro en mieloma maltiple humano, que la fraccion de células stem que se encuentran en Go
no entran en divisién cuando se las cultiva en agar semisédlido, sino en respuesta a deter-
minados factores de crecimiento (43).

Los trabajos presentados sobre el tema estarian sugiriendo que el origen clonal a
partir de 1as células stem es aplicable a los tumores. En este sentido se ha propuesto

que la subpoblacion 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 metastasis.

I1. Receptores estrogénicos

I11.a Estudigs en cdancer de mama: relacion con la evolucidn clinica

El cancer de mama posee un rol preponderante en 1a morbilidad y mortalidad huma-
na, 11egando al 18% de todos los canceres detectados (44). Es la enfermedad maligna
mas frecuente en las mujeres, siendo causa de muerte en aproximadamente 20 de cada
100.000 mujeres (44,45).

Desde hace mucho tiempo se tenia conocimiento de que diferentes manipulaciones
endocrinas como ovariectomia, adrenalectomia, hipofisectomia, administracion de an-
tiestrogenos o dosis farmacologicas de estrogenos producian regresiones en ciertos ca-

so0s de cAncer mamario humano (46 ).
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Sin embargo recién en 1966 fue descripta la presencia de un receptor estrogénico en
utero de rata por Gorskiy Tate (47). Estos receptores poseen una gran especificidad de
unidon con alta afinidad por hormonas estrogénicas. La unidn hormona-receptor induce
una union posterior a un “aceptor” de 1a cromatina que es en definitiva 10 que conduce a la
expresion caracteristica de esta hormona en particular (48).

Fueron Jensen y col. quienes propusieron en 1967 que la presencia de receptores
especificos de union de estrogenos en cancer de mama humano, podria indicar si el tu-
mor podria responder a algun tipo de terapia endocrina (49). Trabajos de uno de los gru-
pos mas importantes en el tema como el de W. C. McGuire, demostraron que aproxima-
damente un 70% de 1o0s pacientes con cancer de mama humano pueden ser definidos como
receptor estrogénico positivos (RE+); sin embargo sdlo un 60% de éstos responden a algdn
tipo de terapia endocrina. Del 30% de pacientes con tumores receptor estrogénico negati-
vos (RE-) alrededor del 10% responde a la terapia endocrina (51 ). En un trabajo de
revision del grupo de E. Jensen, se observyd que 53/73 casos con alto contenido de RE
dieron remisiones objetivas, mientras que sélo 8/108 casos con RE- mostraron res-
puesta a la terapia endocrina (52). Mientras que 1a respuesta positiva de un tumor RE+ q
1a terapia endocrina es ciertamente comprensible, no 1o es tanto 1a de tumores RE-.

Una de 1as posibles razones es que 1a 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 10s receptores no pueden ser detec-
tados ya que se encuentran ocupados por hormona circulante.

El hecho de que no todos 1os tumores RE+ responden a 1a terapia indicaria algun tipo
de defecto posteriur a 1a unidon hormona-receptor. Debido a que 1a sintesis del receptor
de progesterona en utero estd controlada por 1os estrogenos (53,52) se especuld con que
la presencia de receptores de progesterona en tumores de mama humano estaria demos-
trando 1a presencia de receptores estrogénicos funcionalmente activos. Estudios rea-
lizados con la linea de carcinoma de mama MCF-7? demostraron que efectivamente 1a sin-
tesis del receptor progestinico estaria regulada por 1a union del estrogeno al RE {55).

Trabajos posteriores realizados por diferentes grupos determinaron que aquellos tumo-
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res que no contienen receptores estrogénicos raramente poseen receptores de progeste-
ronaq; por otra parte alrededor de un 75% de 1os tumores RE+ contenian receptores de
progesterona positivos (RPg+). Sin embargo sdlo entre el 70%-80% de 10s pacientes
RE+/RPg+ responden a algun tipo de terapia endocrina, mientras que un 30% de los pa-
cientes RE+/RPg - también responden a este tipo de terapia (51,56,57,58).

De estos resultados resulta evidente que aunque la presencia de RPg asociada a la de
RE fue un indicio importante de una probable respuesta positiva a 1a terapia endocrina,

esta correlacion no fue total.

II.b. Coexistencia de diferentes subpoblaciones celulares en cancer de mama humano.

Como he mencionado durante esta introduccion, las células stem deben ser el blanco
de todo tipo de terapia que tenga por objeto el control del tumor. Las células stem dife-
rirdn de su progenie en la capacidad proliferativa y en el grado de diferenciacion. Estas
diferencias pueden ser muy importantes para la determinacion de la sensibilidad relativa
al tratamiento.

Los estudios clinicos previamente mencionados indican que aproximadamente un 40%
del total de los pacientes con cdncer de mama responden a la terapia endocrina. La ma-
yor parte de estos pertenencen al qrupo 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 es0 que 1a efectividad del tratamiento luego de una
recidiva o recurrencia se calcula segun el "tiempo libre de enfermedad” y no segin la cu-
racion (65).

Un trabajo reciente muestra que el 100% de los pacientes con tumores avanzados
(RE+) que en principio respondieron a 1a terapia hormonal dejaron de hacerlo a r;ledida
que transcurrid el tiempo, produciéndose un agravamiento de 1a enfermedad en un lapso

no mayor de seis anos (66).
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E! mecanismo bioldgico por el cual un tumor que posee receptores no responde o de-
jo de responder en forma progresiva a la terapia hormonal permanece poco claro. Mien-
tras que en tumores murinos experimentales con altos niveles de receptores (67) se de-
tectd 1a paulatina aparicion de células con bajo contenido de receptores o de poblaciones
que g igual nivel de receptores tenian un cariotipo diferente (68), en cancer de mama
humano existen pocos datos al respecto. La deteccion de receptores estrogénicos biolo-
gicamente inactivos en uteros de pacientes postmenopadsicos podria servir como ejemplo
de un mecanismo similar en carcinoma de mama (69).

Uno de 1os aspectos poco estudiado era la distribucién de receptores en la poblacion
total de células que componen un tumor. Los valores de RE que se obtienen por el ensayo
bioquimico no permiten determinar 1a posible heterogeneidad de expresion de RE entre
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 1a heterogeneidad celular en 10 que hace a la expresion de RE.

Los primeros estudios realizados pora detectar esta posible heterogeneidad se 11e-
varon a cabo usando estrogenos fluorescentes o anticuerpos anti-estradiol conjugados
con fluoresceina. Por estos métodos se demostr6 de hecho que 1a mayoria de los carci-
nomas mamarios humanos contienen una poblacion heterogénea de células RE+ y RE, va-
riando su proporcion en los diferentes tumores (70,71). Se observd ademas que existian
diferentes intensidades entre las diversas células RE+, 10 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 algun tipo de union inespecifica del estradiol {72,73).

Es asi que con el correr de los afios se desarrollaron técnicas mas especificas para
determinar la heterogeneidad de expresion de RE, utilizando anticuerpos policionales
{74 ) autorradiografia (75) y muy recientemente anticuerpos monoclonales (76,77). Es-
tas técnicas que han demostrado ser altamente especificas confirman las evidencias pre-
vias acerca de la gran heterogeneidad celular en 1o 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 actia solo sobre
las células RE+, habra un segmento de células RE- que no responderd a este tipo de tra-
tamiento.

Como hemos visto anteriormente, ia transformacion maligna resulta en una pobla-
cion heterogénea con la coexistencia de diferentes subpoblaciones celulares; la de célu-
las stem {indiferenciadas ), finales (totalmente diferenciadas) y un tercer grupo en es-
tadios intermedios de diferenciacidn. La pregunta que surge inmediatamente es cudl de
estas poblaciones expresa receptores estrogénicos; como veremos mas adelante, la res-
puesta a esta pregunta es de crucial importancia en 1a comprension de 10s mecanismos de

proliferacion tumoral y la posible respuesta tumoral al tratamiento.

II.c. Relacidon entre 1g presencia de receptores estrogénicos, potencial proliferativo v

diferenciacion tumoral

Los patrones de diferenciacion 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 accion de estas ultimas dependiente de 1a presencia de las proteinas especiXX-
cas de union.  En cancer de mama humano esta ampliamente demostrado que la presen-
cia de estos receptores estrogénicos esta particularmente asociada con tumores mas di-
ferenciados (60,61).

En especial se puede citar un trabajo cooperativo donde se demostrd que todos los
tumores con grado histologico o nuclear 1 {mejor diferenciados) fueron RE+; 98% de los
tumores RE- fueron de grado histolégico 3 y 78.4% de grado nuclear 3 {pobremente dife-
renciados) (31).

Trabajos posteriores demostraron que 1a presencia de receptores estrogénicos es-

ta asociada con bajos indices de proliferacion. En un andlisis de 1a cinética de creci-
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miento de 199 casos, Silvestrini y col. (63) sugirieron la existencia de tres grupos con
cinéticas diferentes: a) un grupo de pacientes postmenopdusicos con baja proliferacion
{bajo T.L.I.) y alto contenido de RE; b) un segundo grupo con valores de T.L.|. interme-
dios que incluyen pacientes premenopausicos RE+ y postmenopdusicos RE- ; ¢ ) un tercer
grupo de tumores altamente proliferantes de pacientes premenospausicos RE-. J. Meyer
y col. demostraron que todos 10s tumores con bajos T.L.|. contienen RE. Un 80% de los
tumores con T.L.l. intermedio poseen receptores, mientras que solo el 307 de 10s tumo-
res con valores elevados de T.L.|. poseen RE (21). En otro trabajo se demostro que so-
lo un 28 % de los pacientes son RE+ en tumores con muy altos indices de proliferacidn,
mientras que este procentaje 1lega al 837 en los pacientes con bajos indices (22). Estos
resultados fueron confirmados utilizando citometria de flujo para medir 1a distribucion
de DNA. Tumores con DNA diploide o cercano a la diploidia son en general RE+; mientras
que aquellos tumores triploides, tetraploides o mas, son RE- (35,36). En lineas gene-
rales los tumores aneuploides poseen un T.L.|. mayor que los diploides, 10 que se en-
cuentra en relacioén con lo anterior (35).

En un reciente trabajo sobre 357 casos Silvestrini y col. profundizan en la caracte-
rizacion bioldgica del cancer de mama humano y sostienen que a pesar de que el indice de
proliferacion de los tumores e3 mayor en los tumores RE- que en los RE+, la presencia
de RE esta inversamente relacionada con la actividad proliferativa en sélo el 64% de 1os
casos. Los autores no encontraron ningun tipo de correlacion lineal o exponencial entre
1os niveles de RE y el grado de proliferacion tumoral {(64). A raiz de que diversos tumo-
res RE+ poseen alta actividad proliferante, queda por demostrar si esta corresponde a la

posible subpoblacion de células RE+ 6 a 1a de células RE- (64).
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II1. Efectos estrogénicos sobre la proliferacion celular y la cinética del

ciclo celular

Como he mencionado anteriormente, 103 tejidos normales o neoplasicos que prolife-
ran por un mecanismo de autorrenovacion se encuentran en un continuo turn-over celu-
lar; es decir, las células son continuamente producidas debido a la proliferacion de 1as
células stem y perdidas por muerte celular. La magnitud relativa de estos dos procesos
que ocurren simultdneamente determinaran si 1a poblacion celular crece, permanece es-
tatica o declina. Cualquier factor que modifique 1a fraccidon de crecimiento (el porcenta-
je de células que se encuentran ciclando) o 1a extension de una fase del ciclo celular o el
ritmo de muerte celular, podra influir en las caracteristicas de una poblacién definida.

Los estragenos tienen efectos complejos y aparentemente contradictorios sobre el
crecimiento celular. Mientras que a bajas concentraciones actdan como agentes mitogé-
nicos e inducen proliferacion (78,79), a altas concentraciones {farmacologicas ) tienden
a inhibir 1a proliferacion celular(80,81). Trabajos iniciales realizados por el grupo de
Bresciani sobre células alveolares de 1as gldndulas mamarias, demostraron que estra-
diol induce una reduccion en las fases G1 y S del ciclo celular (82).

De alli en mas numerosos estudios se 1levaron a cabo para estudiar el efecto de los
estrogenos sobre la proliferacion celular. Actualmente se considera que los estrogenos
aumentan 1a proliferacion celular in vivo induciendo un "reclutamiento™ semisincronico de
una poblacion de células quiescentes en 1a fase Go del ciclo celular, aumentando de esta
forma la fraccion de crecimiento. Paralelamente acortaria los tiempos de las fases del
ciclo G1 y 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. En estos estudios
se demostré que solo 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 1o que respecta al efecto de 10s antiestrogenos es muy poca la informacion acer-
ca del efecto sobre la proliferacidon y cinética celular in vivo. La mayor parte de 1os da-
tos han sido obtenidos también de 10s organos reproductivos de animales castrados o in-
maduros. En la rata, tamoxifeno actia como agonista estrogénico induciendo 1a prolife-
racion vaginal (85). Por otra parte tamoxifeno actua como antagonista a nivel del epite-
lio luminal uterino, ya que inhibe el crecimiento en el nUmero de células inducido por un
continuo tratamiento con estradiol (85). Es interesante destacar que en el epitelio glan-
dular se demostrd que tamoxifeno induce muerte celular ¥ que este proceso no puede ser

revertido por estradiol (85).

IIl.a. Estudios sobre lineas celulares de cancer de mama

Hacia fines de la década del 70 comenzaron los estudios acerca de 1os efectos estro-
génicos in vitro sobre lineas celulares de carcinomas de mama. Los primeros trabajos
demostraron que concentraciones fisioldgicas de estradiol (1079M) estimulan 1a prolife-
racion celular, mientras que concentraciones de 10~ 7M 1a inhiben. Aparentemente el e-
fecto a bajas concentraciones seria una reduccion en la duracién de 1a fase Gy del ciclo
(86). A mayores concentraciones (10~6M - 1075M), estradiol inhibe la proliferacién ce-
lular y aparentemente induce 1a muerte de células receptor estrogénico positivas (78).

En las lineas MCF-7 y ZR-75, los antiestrdgenos causan una inhibicidon del creci-
miento ¥ reducen el nivel de incorporacidon de timidina tritiada al DNA (78, 79, 87). Este
efecto es revertido por 1a administracion simultanea o subsecuente de estradiol.

Trabajos realizados por el grupo de H. Rochefort en 1a linea T47-D demostraron que
en ausencia de insulina, estradiol induce proliferacién celular a una concentracion de
10~9M, mientras que a concentraciones del orden de 10~7M,1076M el crecimiento celular
es similar al control sin hormona. Tamoxifeno consiguié inhibir el efecto estrogénico

(89).
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III.b. induccidn del receptor de progesterona

Como mencioné previamente estudios realizados en MCF-7 demostraron que estra-
diol se une al receptor estrogénico induciendo su translocacién del citosol al nucleo (ac-
tualmente se considera que 1a union produce un cambio conformacional ¥y no una translo-
cacion), produciéndose en el nucleo la desaparicion del receptor por un proceso denomi-
nado "procesamiento”, seguido de la sintesis del receptor de progesterona. Los anti-es-
trogenos tamoxifeno y nafoxidina también se unen al receptor e inducen la translocacion;
3in embargo el procesamiento con tamoxifeno es solo un 30% del control y el de nafoxidi-
na no ocurre. Con ese 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 RPg en pacientes con metasta-
sis cutaneas antes y después de administrarles tamoxifeno; en 6/14 pacientes con altos
valores de RE, se produjo un aumento en 108 niveles de RPg luego del tratamiento (91 ).
Sin embargo esta actividad similar a la << un agonista estrogénico fue solo transitoria,
ya que al aumento inicial de RPg por efecto del tamoxifeno, le seguid un brusco descenso
al cabo de 3-4 semanas (92 ).

De acuerdo a estos resultados, seria 1dgico considerar que tanto el efecto del es-
tradiol sobre 1a proliferacion celular asi como el de inductor de la sintesis del receptor
de progesterona, estaria mediado por su unidn al receptor estrogénico. Asimismo se
desprende que los efectos antagdnicos de 1o0s antiestrogenos como el tamoxifeno también
ocurririan por un mecanismo mediado por el receptor.

A la luz de resultados mas recientes, han aparecido serias dudas acerca de si el e-
fecto estrogénico y antiestrogénico sobre la proliferacion, esta mediado por sus respec-
tivas uniones al receptor estrogénico. En relacion a ésto, el grupo de Katzenellenbogen
demostro, utilizando cuatro antiestrogenos diferentes, que todos tenian la capacidad de

inhibir el crecimiento de 1a linea MCF-7? pero poseian efectos muy diferentes sobre la
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capacidad de inducir la sintesis del receptor de progesterona. Por otra parte
células ZR-75 crecidas en medio definido libre de suero, son inhibidas en mayor
medida por la presencia de tamoxifeno, que por la remocion de estradiol de)
medio (79). Resultados similares se obtuvieron posteriormente en la linea MCF~
7 (83).

Taylor vy col. demostroaron en un reciente trabajo que 10~6M de tamoxifeno inhi-
be 1a proliferacién celular de cinco lineas diferentes de cdncer de mama humano,
independientemente de su contenido de receptores. Sin embargo solo 1as lineas
que poseen receptores estrogénicos son sensibles al efecto del tamoxifeno a con-
centraciones de 10” 7M. Esto sugiere que podrian existir dos mecanismos de accion

de dicho antiestrdogeno (94).

IV. Oncogenes

IV.a. Origenes

Como dijimos previamente Foulds fue el primero en analizar el proceso de pro-
gresion tumoral. Sus trabajos pusieron énfasis en el hecho que el fenotipo neo-
plasico esta compuesto de varias unidades caracteristicas, capaces de grandes
variaciones. Estas variaciones, producto de la progresion tumoral, deben nece-
sariamente reflejar 1a activacion, mutacion o pérdida de diferentes genes (2).

El extraordinario avance producido en 1os G1timos afos en el area de la biologia
molecular del cancer ha abierto 1as puertas a la comprensién de 108 mecanismos
que podrian regqular esta progresion tumoral . Diversos estudios han demostrado
que existen al menos tres grandes grupos funcionales de genes que podrian estar
involucradas (97). El primero de estos grupos es el de los oncogenes, tema del
cual me ocuparé en detalle posteriormente. Existe un segundo grupo de genes
1lamados “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-1 aparentemente regula un paso esencial
en el proceso de diferenciacion de 1as células de la retina y se ha observado la
pérdida de ambos alelos en células de retinoblastoma {(98). Aparentemente estos
genes supresores tendrian una diversidad tan grande como la observada para los
oncogenes.

Existiria un tercer grupo, muy heterogéneo, denominado "genes moduladores”
entre 1os que se encontrarian 1os genes del complejo mayor de histocompatibilidad
con su posible regulacion de 1a expansion metastasica, entre otros (99).

Dos lineas independientes de investigacion han contribuido en 1os ultimos ahos a
la concepcion de 1a importancia de 1os oncogenes en la etiologia del cancer. La
primera de ellas se baso en el estudio de 108 mecanismos por 10s cudles los re-
trovirus podian transformar células infectadas e inducir tumores en el huésped.
Una linea alternativa de trabajo iniciada a fines de 1a década del setenta investigo,
utilizando mecanismos de transferencias de genes, 1os aspectos moleculares res-

ponsables de tumores de origen no viral.

IV.b Asociacion entre oncogenes y retrovirus

La primera asociacion entre retrovirus y oncogenes surge de los trabajos rea-
lizados por el grupo de Bishop con el virus de sarcoma de Rous (RSY).

Ya en 1910 Rous habia demostrado que un extracto de células obtenidas de un
sarcoma de polio podia inducir el mismo tipo de tumor al ser inyectado en pollos
normales. El agente inductor de este fendmeno resulto ser un agente viral. Este
tipo de virus fue exhaustivamente estudiado ya que su dcido nucleico resulto ser
RNA ¥ no DNA, posee un mecanismo de transcripcion reversa que estd codificado
en su propio genoma, ademas de tener una gran capacidad de integracion al geno-
ma del huésped. Sin embargo una de 1as caracteristicas mas interesantes de es-

tos retrovirus y aun menos comprendidas, es decir su capacidad de integrarse al
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cromosoma del huésped y llevarse con €l parte del genoma del mismo, abrio las
puertas al estudio de 10s oncogenes.

En un primer estudio el grupo de Bishop demostro que el genoma viral estq
compuesto por dos partes diferentes (100); una de ellas asociada a la replicacion
viral, incluye los genes para la transcripcion reversa, la integracién y 1a forma-
cion de la particula viral. Estudios con mutantes termosensibles (101) o con
grandes deleciones (102) llevd a la identificacion de un segmento del genoma viral
con capacidad para inducir sarcomas in vivo y transformar un cultivo de fibro-
blastos de embrion de pollo. Posteriormente se observd que esta secuencia onco-
génica denominada src codifica para una tirosina quinasa denominada pp 60 src
(103) y posee una gran homologia con un gene perteneciente al genoma de pollo
normal (104).

Actualmente se considera que los retrovirus altamente oncogénicos son el pro-
ducto de la recombinacion entre virus no transformantes y genes de células nor-
males. Por su homologia con 1os oncogenes, estas secuencias normales de ONA
han sido denominadas protoncogenes, término que naturalmente no indica que su
funcion sea producir cdncer, sino que proviene de la homologia entre las secuen-
cias virales oncogénicas y el DNA celular normal.

Existen numerosos ejemplos de retrovirus transformantes que posiblemente se
hayan originado por un proceso de recombinacion, entre ellos el virus de sarcoma
aviario (100), el de mielocitomatosis aviario (105), el de la leucemia de Abelson
(106) y el de sarcoma de Kirstein y Harvey (107 ) entre otros. En el caso del gene
src, se observo que tanto las células de aves como 1as humanas normales expre-
san la proteina {pp 60 src) aunque en una cantidad 100 veces menor a la de las
células infectadas por el RSY (108). Estudios mas recientes demuestran que célu-
1as normales de origen murino sintetizan normalmente una proteina denominada
p-21 que es altamente homologa al producto del oncogene ras del virus de sarco-

ma murino de Harvey o Kirstein (109).
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Hasta el momento se han encontrado casi treinta oncogenes virales {v-onc).
Por medio de la utilizacion de técnicas de hibridacion se ha detectado 1a presencia
de secuencias altamente homdlogas 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 homdlogos al oncogene ras, que estos genes han aparecido en forma
temprana en la evolucion y se encuentran altamente conservados, por 1o que esta-
rian jugando un rol crucial en la organizacion de 1a célula normal.

Como se ha mencionado anteriormente, una segunda linea de trabajo indepen-
diente, derivd hacia 103 mismos genes celulares transformantes. Los experimen-
tos iniciales del grupo de R. Weinberg se centraron en los mecanismos molecula-
res responsables de 1a trasformacidn celular por exposicidon a mutagenos quimi-
cos. Utilizando técnicas de transferencia de DNA se pudo demostrar que ciertos
tipos de células transformadas poseen secuencias oncogénicas en su DNA (112).
Debido a que estos trabajos estaban confinados a los efectos transformantes de
DNA de fibroblastos de ratén tratado con 3- metilcolantreno, resultaba importante
establecer si DNA obtenido de otras fuentes tumorales tenia la capacidad de trans-
formar células NIH3T3.

El grupo de Weinberg junto con otros pudieron demostrar no solo so sino ade-
mds que puede existir entrecruzamiento de tejidos e incluso de especies; es decir,
DNA obtenido a partir de tumores de vejiga humanos, de ratén o conejo, de una li-
nea de carcinoma de pulmon, de neuroblastoma de rata y otros, son capaces de

inducir transformacion de células NIH3T3 (113,114).
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IV.c Mecanismos de Activacion de protoncogenes

Se ha podido demostrar que 1as proteinas productos de oncogenes forman un
grupo estructural ¥ funcionalmente muy variable (115). Algunas se encuentran
en la cara interna de 1a membrana plasmatica, otras en citoplasma y otras en nu-
cleo. Las de membrana v citoplasma poseen actividad de proteina quinasa o
GTPasa, mientras que en 1as hucleares esto se desconoce aunque en algunos casos
se ha demostrado su union a 1a doble hélice del ONA {(116).

Dada esta heterogeneidad, no resulta sorprendente que existan varios mecanis-
mos de activacion de protoncogenes que pueden ser separados en principio en dos
grandes grupos. El primero, del cudl se deriva l1a hipotesis mutacional, sostiene
que 1a "activacion” de un proto c-onc es el resultado de un evento mutacional. El
ejemplo mas estudiado es el de las proteinas codificadas por el gene ras.

Diversos trabajos del grupo de Scolnick demostraron que el producto del gene
ras del virus de sarcoma de Harvey es una proteina de 21000 dalton de peso mole-
cular que fue denominada p-21 {(109). Esta proteina difiere de 1la mayoria de las
proteinas oncogénicas descriptas hasta el momento con localizacién membranal,
ya 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 autofosforilacién en
treonina ¥ no tirasina o serina (117), siendo GTP el dador del grupo fosfato ¥ no
ATP,

La actividad de "autoquinasa” es privativa de la proteina viral pero no de la hu-
mana {117); sin embargo ambas poseen la capacidad de unir fuertemente GTP.
Asimismo se demostro que 1a p-21 posee actividad de GTPasa y que esta actividad
se encuentra fuertemente disminuida en la proteina alterada con respecto a la
normal (119).

Utilizando diversos anticuerpos monoclonales el grupo de Scolnick pudo dife-
renciar entre 1as dos clases de productos del oncogene ras, es decir el Ha-Musy

{virus de sarcoma murino de Harvey) v el Ki-Musy (de Kirstein) (109). A pesar
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de su homologia, sus productos protéicos poseen diferentes mapas peptidicos
tripticos {(118); por ejemplo demostraron que diversas lineas de roedores no in-
fectados por virus sintetizan el tipo Ki-ras.

Los diversos miembros de la familia de oncogenes ras (Ha,Ki y un oncogene
asociado a neuroblastoma y sin homadlogo viral denominado N-ras) poseen la capa-
cidad de transformar fibroblastos NIH3T3 en cultivo (120,122).

El grupo de Weinberg, entre otros, demostro que una mutacion convierte al
protoncogene Ha-ras en un potente oncogene capaz de producir 1a transformacion
maligna. Por ejemplo una mutacion {(de guanina por timina en Ha-ras) produce el
reemplazo de valina por glicina en la posicion 12 de la proteina p-21, 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 | mediante técnicas de mutagénesis in vitro, cada una de las cua-
les codificaba para un amino dcido diferente en 1a posicion 12; demostraron que
todos los amino acidos excepto glicina {presente en la p-21 normal ) y prolina,
activan p-21 sugiriendo 1a necesidad de una hélice « en esa region. Sin embargo el
fenotipo de las células transformadas no fue similar en todos 10s casos (124). La
capacidad de transformacion del oncogene activado por mutacion en la posicion 12
fue confirmada por el grupo de M. Barbacid mediante el uso de tumores mamarios
inducidos en raton por N-nitrosometil urea (125).

Diversos trabajos realizados con DNA de lineas celulares han detectado ras ac-
tivado por su capacidad de transformar NIH3T3; sin embargo solo un pequefio por-
centaje (10% - 20 %) de muestras testeadas de cualquier tipo de tumor humano,
han demostrado poseer ras activado (126). Mas adn, en la mayoria de 1as biop-
sias de tumores, no se han encontrado mutaciones en 1a posicion 12 de la p-21
{127,128). Incluso se ha sugerido que una mutacion puntual en c-Ha-ras no pare-
ceria jugar un rol relevante en el desarrolio de tumores de origen epitelial como

vejiga, cdlon o pulmon (129).
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En este sentido cabe mencionar que si 1a transformacion maligna de un tumor
ocurre por el aumento de expresion de un protoncogene normal y no por una muta-
cién puntual, el DNA obtenido de este tipo de tumores, no tendria la capacidad de
transformar NIH3T3 y el test de transfeccion dard negativo.

La hipotesis acerca de una activacion por aumento de 1a expresién de un proton-
cogene hormal es otro de 1os mecanismos propuestos en este sentido.

Este sequndo mecanismo de activacion dido lugar a 1a “"hipdotesis del dosaje”, que
supone que la uiferencia mas importante entre el c-onc normal v el transformante
reside en el nivel de expresion. Se han descripto hasta el momento cuatro posi-
bles mecanismos de sobre-expresion de protoncogenes.

a) El primero de éstos consiste en 1a mayor expresion del protoncogene debido a
la adquisicion de un nuevo promotor de transcripcion. Por ejemplo 1os protonco-
genes myc y erbB presentes en algunas neoplasias hematopoyéticas aviarias son
activados por un segmento viral conteniendo un promotor fuerte {130-132).

b ) Un segundo mecanismo, muy poco comprendido hasta el momento, se basa en
la accidn de 10s "enhancers” que como se sabe son segmentos de DNA que poseen la
capacidad de aumentar la transcripcion independientemente de su orientacion con
respecto al gene estructural e incluso a grandes distancias (133). En un trabaijo
reciente, utilizando técnicas de DNA recombinante y animales transgénicos se ob-
servod que un gene hibrido compuesto por un posible enhancer del gene de insulina,
unido al gene oncogénico estructural T del virus 5V40 produjo tumores solamente
en los islotes § del pancreas (134).

c ) Un tercer mecanismo muy estudiado es 1a sobre expresion debida a una amplifi-
cacidn del dosaje génico del protoncogene u oncogene.

La amplificacion génica ha sido propuesta como uno de 108 mecanismos por 10s
cuales los oncogenes celulares normales podrian desarrollar su capacidad trans-
formante. Existen diversas evidencias acerca de la amplificacion génica de c-onc
en células tumorales humanas. Estudios desarrollados en lineas celulares de-

mostraron por ejemplo que la linea promielocitica humana HL-60 posee amplifica-
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do de 30 a 50 veces el proto c-myc (135). Una amplificacion del c-Ki-ras ha sido
reportada en lineas celulares de un tumor adrenocortical de ratén (136), de un
carcinoma de colon (137), de un adenocarcinama de pulmon de células pequefias
(137) y otros.

En carcinoma de pulmon de células pequefias, existe una amplificacion del myc
del orden de 20 a 80 veces acompahnado de un gran incremento de 1a transcripcion
(138). Ejemplos de amplificaciones en tumores primarios humanos son los del c-
Ha-ras en carcinoma de vejiga (139), c-myb en una leucemia misloblastica aguda
(14), del c-myc en un caso de leucemia granulocitica crénica {141 ) varios casos
del N-myc en neuro y retinoblastoma (142, 143) y muy recientemente en un caso
de cancer de ovario ¥ en otro del urotelio del c-Ki-ras (128,147). Aungue se
desconoce hasta el momento el probable mecanismo de induccion de amplificacion
de oncogenes, recientemente R. Shimke sugirio que agentes que afectan 1a sintesis
de DNA o causan danos al mismo, podrian facilitar 1a amplificacion de genes
{145). Durante los eventos iniciales de este proceso, los genes amplificados se-
rian retenidos dentro de los cromosomas en zonas cariotipicas anormales de tin-
cion homogénea o H.S.R.; a esto sobrevendria una excision que genera 10s cromo-
somas diminutos o D.M.5.. Utilizando técnicas de hibridacion in situ, se observo
que el oncogene c-Ki-ras, que se encuentra amplificado de 30 a 60 veces en una
linea tumoral adrenocortical de ratén, estd localizado en las zonas de D.M.S o
H.S5.R. (136).

d ) F1 4ltimo mecanismo que podria conducir a una activacion de un protoncogene
fue el estudiado especialmente en los linfomas de Burkitt. Esta enfermedad muy
frecuente en Africa, se originaria por una translocacion 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 IgG en el cromosoma 14, aunque se han observado también varian-
tes de translocaciones a cadena liviana de I1g6 (146, 147). Como resultado de esta

translocacion, la expresion del c-myc se torna constitutiva, produciéndose altas
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cantidades de mRNA vy proteina especificas del oncogene. Durante este rearreglo
cromosomico, el extremo 5 del gene c-myc permanece en el cromosoma 8 (147).
E1 andlisis de 1a secuencia del gene myc demostrd que éste posee tres exones y
dos intrones; el primer exon que abarca 57 nucleétidos del mRNA posee codones de
terminacion 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-myc per-
manecera intacto toda vez que el rearreglo cromosdémico involucre al primer exon
o intrén ya que la porcion relevante del c-myc residiria en el extremo 3' (148).
Como hemos visto, 10s mecanismos mediante 10s cudles un protoncogene puede
ser activado son diferentes. Debe quedar claro sin embargo que la activacion por
alguno de éstos, no implica de ninguna manera, una mutua exclusion. Por otra
parte, existen evidencias acerca de la expresion aumentada de oncogenes que no

responderia a ninguno de los mecanismos previamente descriptos.

IV.d Transformacion por medio de oncogenes

Las evidencias obtenidas a 1o largo de los (ltimos afos indican que 1a carcino-
génesis es el resultado de una serie de eventos independientes y progresivos. Por
ejemplo, estudios morfoldogicos demuestran que un tumor adquiere progresiva-
mente diversas caracteristicas que transforman una anaplasia en una metaplasia
y luego la neoplasia. Estos cambios fenotipicos son el resultado de la activacion 6
inactivacion de una serie de genes.

Sin embargo el modelo molecular de la progresion tumoral que sugiere la pre-
sencia de genes multiples activados independientemente y cooperativos, estaria
en contradiccidn con 1a transformacion maligna de células NIH3T3 inducida por un
Unico oncogene como se demostro para el Ha-ras.

Esta discrepancia es solo aparente ya que por ejempio se observod que los virus

adeno y polioma que producen tumores en células de roedores en un solo paso de
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infeccion, necesitan 1a activacion de al menos dos funciones génicas para poder
producir el tumor {149). El adenovirus humano debe expresar las regiones Eal y
Ea2 para poder producir 1a transformacion. Mientras que l1a region Eal conferiria
la capacidad de "inmortalizacién” celular o del "establecimiento” del cultive para
su crecimiento indefinido, el producto de 1a regién E1b parece conferir a los fi-
broblastos inmortalizados otros cambios fenotipicos asociados con la transforma-
ciéh como: capacidad tumorigénica, crecimiento en agar blando y activa prolife-
racion (150).

Estos resultados contradictorios comenzaron a aclararse cuando se observod
que ningunc de 10s oncogenes con gran capacidad de transformar celulas NIH3T3,
consiguid transformar células de cultivos primarios (151 ), sugiriendo que la con-
tradiccion podia estar relacionada con el tipo de cultivo utilizado ¥ no con el onco-
gene,

Uno de los trabajos mas interesantes realizados al respecto fue el del grupo
de R. Weinberg que compard el efecto transformante de 1os oncogenes ras y myc
sobre células NIH3T3 y sobre fibroblastos de embrion de rata de segunda genera-
cion. Para ello utilizaron el clon pEJ6.6, variante del c-Ha-ras t, que codifica
para una proteina de 2100n D y fue obtenido de una linea tumoral de vejiga (152).
A diferencia de las NIH3T3, fibroblastos de embridon de rata de segunda generacidn
F.E.R. {22) no mostraron ningun foco de transformacion luego de l1a transfeccion
del gene H-ras. Sin embargo los F.E.R. (32) obtenidos por clonado en agar de los
F.E.R. {2¢) forman colonias en agar blando, demostrando que el Ha-ras les confi-
ri6 la capacidad de crecimiento independiente de 1a adhesion a un sustrato. Sin
embargo estas colonias 1legan a un tamaino de 500-5000 células y mueren. Ade-
mas las células F.E.R. {(32) no fueron tumorigénicas en "nude mice", obteniéndose
sdlo tumores pequenos y cartilaginosos (151 ).

Por otro lado se probé el efecto del oncogene myc observandose que éste por si
so0lo no poseia ningun efecto sobre la transformacion maligna, resultado por otra

parte esperado, ya que como mencioné previamente la capacidad de transforma-
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cion del myc esta dada por la insercidn de un promotor fuerte en su extremo 5 no
codificante (148).

Sin embargo, la introduccion simultdnea de 10s genes myc vy ras produjo una ql-
teracion dramatica en el fenotipo celular con la aparicion de multiples focos de
transformacion. Las células transformadas por ambos oncogenes tuvieron capa-
cidad tumorigénica ya que produjeron tumores de | cm a las dos semanas, aungue
sin llegar a 1os 3 cm de tamano tumoral o llevar a la muerte del animal, que es 1o
que producen las NIH3T3 portadoras del gene Ha-ras mutado. Es decir que a pesar
de que la presencia simultanea de 103 genes myc y ras produjo una transformacion
maligna, ésta no fue total. De aqui se deduce que existen otros pasos indepen-
dientes de 108 genes ras y myc que tienen que ver con el establecimiento e inmor-
talizacion in vitro. Weinberg vy col. demostraron ademas que el oncogene N-ras
asi como el antigeno T medio del virus polioma podian cumplir funciones similares
a las del Ha-ras asi como el antigeno T-grande perteneceria al grupo de genes re-
lacionados al myc {151).

Al mismo tiempo H.E. Ruley demostro que la regidn E1 A de adenovirus provee
funciones requeridas por 1os genes T-medio ¥ Ha-ras para poder transformar cé-
lulas primarias de rinon de rata {(153).

En un trabajo posterior se demostro que el gene que codifica para la p53 (obte-
nido de un linforna murino de células B infectado por virus de Abelson) al cual se
le colocd un LTR, cooperd con 1 gene ras en la transformacion de fibroblastos
prirnarios de rata. Estos focos de transformacion fueron altamente tumorigéni-
cas. E1 LTR-p53 por si mismo no tuvo ningdn efecto (157).

Los resultados descriptos permiten afirmar 1o siguiente:

a los mecanismos de transformacion maligna inducidos por 1os diversos oncoge-
nes deben ser necesariamente diferentes, debido a que en ciertos casos la co-
transfeccion de dos de ellos origina un fenotipo no observable por medio de la

transfeccion de cada uno por separado.
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b de ello se desprende que el blanco de accion de los productos oncogénicos

dentro de 1a célula, también debe ser diferente.

Por 1o tanto se puede concluir que existen ciertos oncogenes y DNA virales que
pueden ser separados en dos grupos complementarios, funcionalmente distintos,
de tal forma que la cotransfeccion de un miembro de cada grupo en cultivos pri-
marios deberia dar origen a una transformacion similar a 1a ocbservada para el
myc vy el ras. El grupo A que incluye a 10s oncogenes myc, T grande, Efa y p-53
estaria relacionado con 108 procesos de establecimiento de una linea y su inmor-
talizacion y sus productos proteicos estarian localizados en el nucleo; el grupo B
que incluye al Ha-ras, Ki-ras, N-ras y T-medio estaria relacionado con 10s otros
aspectos del fenotipo maligno vy sus proteinas tendrian localizacion citoplasmatica
o membranal,

La posible regulacion extracelular de estos oncogenes estaria dada por un ter-
cer grupo de oncogenes que tendrian amplia homeolegia con los receptores de fac-

tores de crecimiento.

IV.e Relacidn entre factores de crecimiento, oncogenes vy proliferacion de

células stem

La proliferacion de células stem se encuentra bajo el control normal de facto-
res exogenos que regulan l1a entrada de las células en ciclo. En ausencia de estos
factores, las células quedan detenidas en Go. Las células transformadas tienen
como caracteristica principal su autonomia del efecto de estos factores de creci-
miento. Esta autonomia se debe a una expresion constitutiva de alguno de los ele-
mentos que regulan el efecto mitogénico normal del factor de crecimiento vy puede

ocurrir a nivel del factor de crecimiento mismo, del receptor de membrana de di-
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cho factor o de la sehal que l1leva al comienzo de la division celular. Genes que
codifiquen para algunos de estos componentes podrian poseer 1a capacidad trans-
formante de oncogenes activos, si fueran alterados por mutaciones o expresion
inapropiada.

La expresion constitutiva de dichos factores en células que normalmente son el
blanco de éstos, podria llevar a un mecanismo de autoestimulacion de la neoplasia
denominado "crecimiento autocrino” {156, 157). Cuando el factor de crecimiento
se une a receptores de células de las cudles ha sido previamente sacretado, se
activa un mecanismo de respuesta automitogénica. Este tipo de crecimiento auto-
crino es obviamente una distorsion del concepto normal de regulacién endodcrina
segun el cudl el factor o hormona es sintetizado a cierta distancia del tejido blan-
co.

Estudios recientes de Seifert y col. demostraron que células en cultivo de mus-
culo liso poseen la capacidad de secretar una sustancia homologa a PDGF que posee
capacidad mitogénica en células 373. Debido a que 1as células musculares lisas
3on a 1a vez blanco de 1a accidon de PDGF, estariamos ante un ejemplo de regula-
cion autdcrina normal (158 ). Un trabajo reciente demuestra que la placenta hu-
mana del tercer tri'mestre posee una alta expresion del gene sis que codifica para
la cadena B del POGF; mas adn, explantos de placenta secretan POGF al medio. El
hecho de que trofoblastos en cultivo poseen un alto namero de receptores para
POGF vy responden a PDGF exdgeno indicaria que la placenta humana representa otro
caso de reqgulacion autécrinag normal (159).

Por 1o visto hasta el momento es evidente que 1a regulacion de 1a proliferacion
debe ser producto de la interaccidn de factores de crecimiento y posiblemente on-
cogenes. El mecanismo de transmision de 1a sehal del factor de crecimiento toda-
via permanece desconocido aunque trabajos muy recientes tienden a asignar al ge-
ne c-myc esa funcion; se observo que el agregado de PDGF a células BALB/C3T3 en

estado estacionario indujo un aumento en 1a expresion del mRNA del c-myc (160 ).
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Un trabajo muy reciente demostrd una relacidn entre factores de crecimiento
séricos y 1os protoncogenes c-myc y c-Ki-ras. La estimulacion del crecimiento
de células A31 {fibroblastos inmortalizados, no tumorigénicos) quiescentes por
medio de factores de crecimiento séricos, produjo un aumento de 20 veces en la
expresion del c-myc. BPA31 y DA31, derivados tumorigénicos de A31, poseen ex-
presion constitutiva del c-myc en células quiescentes 6 en crecimiento. Por otro
lado en las mismas condiciones existe un aumento de 5 a 7 veces en la expresion
de C-Ki-ras en presencia de suero conteniendo los factores de crecimiento, tanto
en las células A31 como en la BPA31 (161 ).

Goustin y col. demostraron que trofoblastos en cultivo responden al efecto e-
xogeno de PDGF aumentando 1a expresion del mRNA c—-myc en casi 10 veces y en 24
horas, casi el 100 por ciento de 1as células entran en ciclo (159 ).

El hecho de que la expresion del c—-myc estd regulada también por 1a presencia
de otros factores exdgenos como vitamina D en células HL-60, sugiere que la ex-
presion 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 surgid de diversos estudios donde se compararon las secuencias de
amino acidos de factores de crecimiento y oncogenes. Se demostro que los 109
aminodacidos N-terminales del POGF son casi idénticos a una secuencia de 1a cadena
B de la proteina p-28 del oncogene sis (163).

Estudios muy recientes han demostrado que existe una gran homologia entre el
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) vy 1a proteina gp 65 erb B, la
proteina transformante del virus de 1a eritroblastosis aviaria. Esta homoiogia
ocurre con la parte del gene del receptor de EGF que codifica para &1 dominio in-
terno y transmembranal del receptor pero no para 1a zona externa de union del
factor de crecimiento (164 ).

Existen evidencias acerca de la interaccion de EGF con otros factores de creci-

miento sobre l1os receptores de EGF, que como hemos dicho previamente seria
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producto putativo del oncogene erb-B. Se encontro que células transformadas por
8l virus del sarcoma murino de Moloney no poseen sitios libres de union de EGF de-
bido al bloqueo de 108 mismos por factores de crecimiento de secrecion autocrina
(165). Este efecto parece estar dado no solo por la presencia de factores de cre-
cimiento transformantes de tipo TGFa& que poseen alrededor de un 40% de homologia
con EGF, sino por la de otros factores de tipo § (TGF ) que en combinacién con
TGF& 6 con EGF inducirian una transformacion fenotipica y posiblemente actuarian
como inductores de los receptores de EGF (166).

La homologia entre el receptor de EGF y el oncogene erb-B o PDGF y sis sugiere
que amplificaciones o rearreglos cromosomicos de estos genes que lleven a una
expresion alterada, podrian estar envueltos en 108 procesos oncogénicos de cier-
tas neoplasias. Se observd que la expresion del gene humano normal que codifica
para 1a secuencia sis/POGF-2 en células NIH3T3 (que normalmente no 1o expre-
gan ), produce una transformacion de dichas células (167 ). Liberman y col. re-
portaron que una proporcion significativa de glioblastomas primarios humanos
mostraron un elevado nivel del receptor de EGF y cuatro de esos tumores poseian
el gene EGFR amplificado (168). Filmus y col. demostraron una amplificacion y
rearreglo cromosomico del EGFR en una linea de astrocitoma {169 ); recientemente
se ha podido detectar amplificacion de un gene homalogo del erb-B en lineas de
carcinomas mamarios humanos y de 1as glandulas salivales, las amplificaciones
observados variaron entre 5 y 10 veces (170); otros autores mostraron amplifica-
ciones de hasta 30 veces de EGFR en carcinomas de células escamosas (171). Por
otra prte resultan significativos los altos valores de EGFR encontrados 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 mitogénico de EGF sobre 1i-
neas celulares en cultivo. Sin embargo se observo que lineas que poseen altos ni-
veles de EGFR son paraddjicamente inhibidas por EGF a 1as mismas concentraciones

a las que induce proliferacion en otras lineas (173). Kawamoto y col. propusie-
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ron que existiria un limite en el nimero de receptores para el que EGF tendria
actividad mitogénica; por encima de este limite el EGF tendria un efecto inhibitorio
(174).

Como se pudo observar, la gran mayoria de los trabajos de este tipo se reali-
zaron sobre lineas celulares inmortalizadas y seguramente muy homogéneas en
su respuesta al efecto de los factores de crecimiento. Este, por supuesto, no es
el caso de 1as neoplasias humanas, donde existe una gran heterogeneidad de re-
puesta a estos factores. Mientras que las células stem de 1a neoplasia podrian
entrar en division por efecto del mitdgeno, las células diferenciadas terminales
no deberian hacerlo, incluso en 1as condiciones optimas de estimulacion. Un
ejemplo de esta heterogeneidad se observd en un trabajo muy reciente; usando EGF
marcado 10s autores demostraron que la epidermis de rata normal muesira una
expresion heterogénea de EGFR, siendo la union del ligando mucho mas fuerte en
las células basales responsables de 1a renovacion epidérmica (175). En vista de
estos resultados, es evidente 1a necesidad de profundizar en este tipo de técnicas
que permitan observar la expresion de diversos factores en funcion de la hetero-

geneidad celular.

IV.f. Expresion de Oncogenes: 1acid n el 1

Como se ha mencionado previamente el modelo de célula stem postula dos al-
ternativas para 1a misma: por un lado 1a célula stem puede estar quiescente o
proliferar, en funcion de 108 mecanismos de regulacion de la entrada en el ciclo
celular; por otra parte, la célula stem proliferante puede autorrenovarse dando
origen a dos células stem o entrar en un proceso de diferenciacion con pérdida de
la capacidad proliferativa.

La transformacion maligna utilizando células inmortalizadas como recipientes

requiere solamente un oncogene activo como se ha visto con 1as NIH3T3; sin em-
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bargo la transformacion de células derivadas de un tejido normal, requiere ade-
mads un oncogene de tipo A que les confiera a estas células la capacidad de inmor-
talizacion. Se ha postulado que la diferencia mads importante entre el tejido nor-
mal y su contraparte tumoral es, que en esta Ultima la subpoblacion de células
stem se encuentra en expansion incontrolable debido a algun tipo de evento cance-
rigeno que es heredado por 1as células descendientes. Este evento induciria un
aumento del P. A.R. de tal forma que 1a mayor parte de las células stem entrarian
an un proceso de autorrenovacidon acercandose mas a las caracteristicas de una
linea en cultivo donde 2] P. A.R. es cercano a uno. Esta falta de regulacion de la
caopacidad de autorrenovacion podria ser explicada en los términos del modelo,
por una falta de requlacion de los genes involucrados en 10s procesos de prolife-
racion y/o diferenciacidn celular.

A pesar de que la mayoria de 1as lineas celulares no poseen la capacidad de di-
ferenciarse, existen algunos ejemplos donde es posible inducir diferenciacidn in
vitro y estudiar la variacion en l1a expresion de oncogenes en funcion de ello. Se
ha observado un descenso en 10s niveles de expresion del oncogene c-myb durante
1a diferenciacion a monocitos ¥y macrdéfagos de una linea humana de leucemia mie-
loblastica. Estudios en la linea HLGO demostraron que 1a diferenciacion de dicha
linea inducida por acido retingico, vitamina D o dimetil sulfoxido, esta acompahia-
da por una declinacion en los niveles de expresion del oncogene myc (162,177 ).Un
proceso similar se observo con la linea de teratocarcinoma F9 (161 ). Resulta in-
teresante mencionar que 1a diferencincion de F9 en cultivo también puede ser indu-
cida mediante 1a transferencia del oncogene c-fos (178 ). Resultados coincidentes
fueron obtenidos por T.Gonda v D. Wetcalf quienes demostraron un descenso en
los niveles de expresion de 10s genes c—-myb y c-myc vy un aumento en 1a expresion
del c-foz luego de 1a induccidn de 1a diferenciacion de una linea de leucemia mie-
loide murino {179).

De las evidencias hasta aqui presentadas surge que habria una serie de oncoge-

nes o protoncogenes que estarian involucrados en 10s procesos de diferenciacion
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y proliferacion celular. Es importante recalcar que el producto proteico de 1os
genes c-myc, c-myb y c-fos estd localizado en el nucleo, e incluso se ha pro-
puesto que el producto del c-myc, p-58, se une al DNA. Sea cual fuere el meca-
nismo definitivo por el cudl un protoncogene regula 1os procesos de diferenciacion
celular, los resultados antes mencionados estarian indicando que 10s oncogenes
del grupo A estarian involucrados en 10s mecanismos por 10s cudles las células

stem podrian autorrenovarse o entrar en un proceso de diferenciacion.

Y. Objetivos de la investigacion

Como hemos visto a 1o largo de esta introduccion, el comportamiento bioldgico
de los tumores (especialmente los sdlidos ) resulta muy dificil de estudiar, debido
a que 10s procesos de division celular y diferenciacion ocurren simultaneamente
dando origen a una considerable heterogeneidad celular. Esta situacion es adn
mas compleja en tumores como el cancer de mama donde 1as influencias hormona-
les podrian estar jugando un rol importante, como fue sugerido por trabajos pre-
vios,

Los estudios acerca de la capacidad de replicacion, 1a dependencia hormonal o
la eatadificacion por grados de diferenciacion han demostrado ser de cierta utili-
dad para predecir el curso de 1a enfermedad y para la adopcion de la terapeqtica
apropiada en cancer de mama. Como mencioné previamente el indice de marca-
cion 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 1a terapia hormonal. Recientemente se ha demostrado en nuestro labo-
ratorio que 1a expresion aumentada del antigeno carcinoembrionario (CEA) a nivel

celular, estd asociada con €l grado de diferenciacion tumoral.



42

Sin embargo se desconoce hasta el momento que células dentro del tumor son
las que expresan las diferentes caracteristicas mencionadas previamente vy la po-
sible relacion entre dichas poblaciones celulares.

El1 objetivo inicial de este trabajo fue tratar de demostrar la posible existencia
de diferentes subpoblaciones celulares en cancer de mama, tratando de centrali-
zar esta caracterizacion en la expresion de diferentes propiedades celulares, ca-
da una de l1as cudles estaria reflejando un diferente estadio funcional de las célu-
las tumorales. Se midieron pardametros de proliferacion {captacion de timidina ),
diferenciacion (expresion de CEA, receptores estrdgenicos, etc. ) y fisicos (ta-
mano nuclear y densidad celular ), en muestras de cortes de tejido tumoral y en
suspensiones celulares obtenidas luego de una disgregacidn enzimatica y separa-
das por gradientes isopichicos.

La relevancia del estudio bioldgico acerca de la heterogeneidad celular en can-
cer de mama posee implicancias terapéuticas muy importantes. Como mencioné
previamente, 1a presencia de receptores estrogénicos en un tumor implica que di-
cho paciente sera tratado con un tratamiento hormonal. Estudios previos demos-
traron que 1a expresion de receptores es muy heterogénea, con células que ex-
presan receptores y otras que no 1o hacen. Por otro lado en un sistema de reno-
vacion constante y el tumor maligno 1o es, su crecimiento es funcion de 1a células
stam por 1o que cualquier tipo de terapia debe tener como objetivo final 1a muerte
de las mismas.

Por lo tanto, resulta de fundamental importancia verificar 1a presencia de
células stem en cancer de mama y especialmente si 1as mismas poseen receptores
hormonales, o si dichos receptores estan presentes solamente en las células di-
ferenciadas.

En efecto, mientras en el primer caso 1a terapia hormonal atacaria también a
las células stem, en el segundo caso 1o haria solo sobre células diferenciadas,

sin ningun tipo de efecto sobre las primeras.
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En relacion directa con este tema se intentd también estudiar el efecto de los
estrogenos sobre la proliferacion de carcinomas primarios de mama en estudios
in vitro. Como mencioné previamente 1a mayor parte de 10s estudios acerca de
este tema se realizaron en lineas celulares 4 en modelos experimentales en "ra-
tones desnudos”, habiéndose obtenido resultados contradictorios con trabajos que
proponen un efecto directo, mientras otros sostienen que el efecto estrogénico
estaria medindo por un factor presente en el suero.

El objetivo de esta parte de 1a tesis fue también estudiar si el efecto estrogéni-
co estaria mediado por su interaccion con 108 receptores especificos y finalmente
que caracteristicas distintivas poseen las células que pudieran ser afectadas por
el efecto hormonal.

Hemos visto a 1o largo de la introduccion 1a importancia que ha adquirido el es-
tudio de 10s oncogenes en la comprension de 1a biologia del cancer. Es por eso
que decidimos estudiar 1a expresion de 1o0s oncogenes myc vy ras en tumores pri-
marios de mama ya que existen pocas evidencias al respecto. Se intentd un estu-
dio acerca de 1a correlacion entre 1a expresion de estos oncogenes con otros pa-
rametros de diferenciacion y proliferacidon previamente mencionados y especial-
mente intentamos verificar si existe alguna subpoblacion celular en particular que

los esté expresando.
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MATERIALES Y METODOS

I. Obtencion del Material

El tejido tumoral mamario humano estudiado fue obtenido a partir de biopsias o
mastectomias. El tumor fue dividido en varics fragmentos para las diferentes de-
terminaciones {indice de captacion de timidina, receptores estrogénicos, etc).

Se seleccionaron todos aquellos pacientes que no hubieran side previamente
tratados con radioterapia. Todos los tumores fueron adenocarcinomas mamarios
y su diagndstico se realizd por congelacién en forma previa al comienzo del expe-

rimento.

I1. Morfologia

La clasificacion histoldgica de 1os tumores se realizd siguiendo a Yan Bogaert
y Maldague (180} ¥ la gradacion tumoral se hizo sobre 10s mismos cortes siguien-
do el criterio de Bloom vy Richardson (181). Los pardametros que 3e consideran
para ello son: 1. formacion tubular; 2. nimero de mitosis; 3. irregularidad
del tamafio, forma vy tincion nuclear.
La suma de estos tres pardmetros da un puntaje que divide a 10s tumores en tres
grupas: A. bajo grado de malignidad o Grado I3 B. moderado grado de maligni-

dad o Grado i; C. alto grado de malignidad o Grado 1.
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III. Determinacion de la expresion del antigeno carcinoembrionario por

inmunohistoquimica

I11.a. En cortes de parafina

Se llevd a cabo de acuerdo al método de Sternberger y col (182,183) con mo-
dificaciones propias (184). Cortes por microtomo de Sp de tumores incluidos en
parafinag fueron montados sobre potaobjetos previamente gelatinizados para evitar
su posterior desprendimiento. Luego de dos pasajes por xileno de 15 minutos cada
uno para disolver la parafina, 1as muestras fueron sumergidas durante 30 minutos
en 2,57 de H,0, disuelto en metanol absoluto con el objeto de bloquear y eliminar
la peroxidasa endogena. Para prevenir adsorciones inespecificas se incubod en al-
bimina de huevo al 10% durante 20 minutos a temperatura ambiente. Luego de 1a-
var con una solucion de 0.1 M Tris-HC1 pH 7,4 se coloco en suero de cerdo normal
al 2% durante 40 minutos. Sin lavar, se dejo escurrir y se agrego sobre el corte
de tejido una gota del antisuero de conejo anti antigeno carcinoembrionario (CEA)
a una dilucion de 1:250 {considerada optima luego de haber realizado diferentes
diluciones del antisuero) durante 60 minutos a temperatura ambiente. Luego de
lavar con PBS, los cortes fueron incubados durante 30 minutos con 196 de cerdo
anti- 1gG de conejo a una dilucién de 1:50, seguido de lavados con PBS. E1l Gltimo
paso del triple puente fue el agregado de 1gG de conejo complejadas con peroxida-
3a a una dilucion de 1:250 durante 30 minutos a temperatura ambiente. El revela-
do se 1levd a cabo incubando los cortes en buffer Tris—-HCI en presencia de 0.03%
diamino benzidina y H202 durante 8-10 minutos a temperatura ambiente y en 1a 0s-
curidad. El DAB oxidado produce un precipitado de color marroén que es totalmente

resistente a 1os posteriores lavados.
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III.b En cortes por congelacidn

Los fragmentos de los diferentes tumores fueron congelados a -20¢C. Estando

¥4 EUHYEIHYYY fURFUH IHEIUIdES 84 O, C. T, u —308C, Wilizandu ) microtomo apro-
piado se realizaron cortes de Sy que fueron depositados sobre portaobjetos gela-
tinizados. Luego de dejar secar con el objeto de permitir una mayor adherencia,
los cortes fueron tratados con metanol para eliminar la peroxidasa endogena. El
resto del tratamiento fue similar al descripto anteriormente para los cortes por
parafina.

El control positivo para la deteccion de CEA fue el cancer de célon que e3 un
tumor rico en dicho antigeno; 1os controles negativos fueron 1os siguientes: 1. se
sustituyo el suero de conejo anti-CEA por suero normal de conejo o por PBS; 2. se
realizd 1a técnica de inmunoperoxidasa en sarcomas y linfomas de Hodgkin.

Lo tecnica se considerd satisfactoria cuande no se observaron tinciones utilizando
los controles negativos previamente descriptos.

La tincion positiva se expreso en porcentaje de células positivas o en cruces,
considerando la cantidad de células que contenian granulos de CEA independiente-
mente de 1a intensidad de 1a tincion. El valor obtenido s el promedio de 10 cam-
pos @ una magnificacion de 400 ¥ {aproximadamente 200 células por campo). La
determinacion de CEA se realizd en todos los casos en forma previa a 1a aplicacion

de 1a emulzidn fotografica.
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IY. Disociacion enzimdtica de 108 corcinomas mamarios

IV.a. Tumores primarios

Una representacion esquematica del procedimiento que describiré a continua-

cidn se presenta en la figura 4.
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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 células.

Inmediatamente de obtenida 1a pieza tumoral se procedid a su separacion del
tejido normal adyacente, piel y grasa. Se cortd en pequenos fragmentos mante-
niendo el material en MEM (Medio Esencial Minimo de Eagle). Se trabajo en esteri-
lidad en campana de flujo laminar. El tumor se disgregd por medio de métodos
enzimaticos:
por cada gramo de tumor se agregaron 3 ml de MEM {con el agregado de 100 uni-
dades/ml de penicilina y 100 mg/ml de estreptomicina) conteniendo:
! mg/m]l de colagenasa y hialuronidasa, 0,1 mg/mi de elastasa y ¢, 22% de DNAsa,
ademads de 10% de suero fetal bovino inactivado por calor, el cual fue tratado pre-
viamente durante una noche con el precipitado de un volumen equivalente de una
solucion de Dextran-Coated Charcoal {0, 25g% NoritA,0,0025 g% Dextran grado C,
en 0,01 Tns-HCI pHS,0) (185).

IV.b. Ganqglios con metdstasis

Los ganglios se obtuvieron de piezas frescas luego de 1a mastectomia. Fueron
recolectados en esterilidad en MEM. Luego de limpiar de material advacente no
ganglionar, se cortd en pequenos fragmentos. Por cada gramo de la metastasis
se agregaron 3 ml de MEM conteniendo 10% de FBS (tratado con OCC) en presencia
de 3mg/ml de colagenasa y 0.02% de DNAsa y SuCi/ml de (3H)-tim. Al término de
la incubacidn las células fueron tratadas en forma similar a la que se describe

mas adelante para los tumores primarios.
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Y. Indice de marcacion con timidina

¥.a. Tumores primarios sin disqreqar

Se incubaron 6 a 12 fragmentos de tumor de un area periférica de aproximada-
mente Imm de lado durante 4 hs en presencia de 2pLi/ml de metil {3H) - timidina
{A.E.= 20 Ci/mmol) en presencia de 10% de suero fetal bovino inactivado por calor
de acuerdo a métodos va establecidos (186). Al término de la reaccion, se lavod
varias veces con PBS y se fijo en formaldehido al 4% . La inclusion en parafina, 1a
emulsion y el revelado se realizaron como se describe mas adelante para los tu-
mores que fueron disgregados. Luego del revelado se contaron como positivas
aquellas células con 5 0 mas granos sobre el nucleo, con un background de 0 a |

grano por drea similar al area nuclear.

V.b. Tumores disqregados

Se agregaron a 1a muestra durante el transcuso de la disgregacion enzimatica
3pul/mi de (3 H) - tim sin diluir con timidina no tritiada. Al finalizar las 3 hs de
incubacion, se filtro la supension a través de 10 capas de gasa estéril, se dejo 30
minutos en una capsula de plastico y se sembro en un gradiente de Ficoll-Hypagque
(densidad aproximada 1,085g/m1 ) para purificar 1as células epiteliales y concen-
trar la muestra.

Las células epiteliales se acomodan en la interfase, de 1a cual fueron recogi-
das con pipeta Pasteur. Normalmente, para separar células epiteliales se utili-
zan gradientes de Ficoll-Hypaque a una densidad final de 1,077 g/m1 (187,188).
En este trabajo fue necesario modificar esa densidad para evitar la pérdida de cé-
Tulas epiteliales viables que poseen densidades mayores a 1,077 g/mi. Utilizando

estos gradientes consequi eliminar totalmente 1as céiulas no viables {(por exclu-
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3idn de azul tripdn), los eritrocitos y parte de l1os linfocitos. El resto de linfoci-
tos que permanecen contaminando la interfase de células epiteliales as facil de
identificar bajo microscopia dptica.

Luego de centrifugar a 2.000 rpm durante 30 minutos se separd la interfase,
se dejd decantar 1a muestra a | xg, se reemplazod el sobrenadante con PBS dos ve-
ces y se sembro en el gradiente de densidad de albumina. Cuando fue necesario,
la suspension celular se concentrd por medio de vacio a través de filtros Millipore
{0,45 pm. ) para llevar a un volumen de siembra de 1,0-1,2 ml. Luego de 1a cen-
trifugacion en gradiente de albumina se obtuvieron 12 fracciones que fueron a su
vez centrifugadas y lavadas dos veces con PBS siendo el precipitado final fijado
conh alchol 96% y posteriormente incluido en parafina. Cortes por microtomo de no
mas de Sp fueron montados sobre portaobjetos previamente gelatinizados. Se
realizo 1a determinacion de CEA y luego se emulsionaron 1os portaobjetos en cuar-
to oscuro con emulsion liquida Kodak NTB 2 diluida 1:1 con H, O v 1% de glicerol.
Luego de 14 dias de exposicion en 1a oscuridad a 42C, 1a emulsion fue revelada con
revelador Kodak D19 durante 2 minutos, sequida de un pasaje por 1% de acido ace-
tico ¥ 10 minutos en fijador; Tuego se tind con hematoxilina de Harris durante 10
segundos para evidenciar los ndcleos. Las observaciones microscopicas se reali-
zaron en un microscopio Zeiss Standard a 1000 X y para determinar el T.L. | se
contaron entre 300 y 800 células. Células positivas fueron aquellas con 5 o mas
granos sobre el nucleo, con un background de no mas de 1 por area similar. Tam-

bien se procedid al conteo de células positivas para CEA.
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Y1. Sedimentacion por equilibrio de densidades

Se utilizaron gradientes dizcontinuos de BSA {albumina sérica bovina)

(189). Se prepard una solucidon madre de 50g BSA/100 m1 PBS v su densidad se

determind pesando un volumen de 1 ml {densidad= 1,092 - 1,099 g/ml. ). Las

demas diluciones fueron calculadas. Once fracciones de 1 ml cada una fueron
sembradas en forma manual ¥ sobre ellas 1a suspension celular. Luego de cen-
trifugar a 1000 xg durante 30 minutos las células se acomodaron en 1a interfase
entre cada fraccion. Se recogieron doce fracciones de 1 ml con pipeta Pasteur y

el precipitado correpondio a 1a fraccion 12.
Tomando como 1007 el nimero de células epiteliales viables obtenidas de 1a
interfase del gradiente de Ficoll-Hypaque, 1a recuperacién de células luego del

gradiente de BSA varid entre 70% vy 80% .

VII. Determinacion de receptores estrogénicos

VII.Aa. Medicidn del contenido total de receptores estrogénicos

El contenido de receptores estrogénicos fue ensayado seqgun el método del
Dextran Coated Charcoal de 1o siguiente manera (50). La muestra tumoral fue re-
cogida en buffer TED (10mM Tris hidroximetil amino metano, 1,5mM EOTA v 0,5 mM
DTT, pH 7,4 0 42C) en hielo seco e inmediatamente congelada en nitrégeno liquido
0 a -702C. En un lapso no mayor de dos semanas se procedio a 1a determinacion
de receptores; luego del descongelamienta, el tumor fue limpiado de material ad-
yacente no tumoral, cortado en pequefios fragmentos, pulverizado con una pistola
automatica ¥ homogenizado en no menns de 2 ml de buffer TED inmerso en hielo en

un polytron. El homogenadn fue luego centrifugado a 100.000 xg durante 60 minu-



52

tos a 42C vy luego de remover con papel tissue 1a capa de grasa de 1a superficie,
se recogid el citosol por medio de aspiracién. Luego de 1a medicidn de proteinas
por el métado de Lowry (190) la concentracidn proteica del citosol se qjusto a 2
mg/ml. Se incubaron 150 pi del citosol durante toda una noche en hielo, en pre-
sencia de una concentracién final de imM de 5,6,7,16,17 {(3H )- 17 B estradiol
{actividad especifica: (101 Ci/mmol obtenido de New England Nuclear, Boston,
Massachussetts). Para determinar 1a union inespecifica se incubaron paralela-

mente 150 pl de citosol en presencia de (3 H)-E, a la concentracién final antes

mencionada vy un exceso de 1000 veces de dietil etilbestrol (DES) agregado con 30
minutos de antelacidn al (I H)-E,. Al término de la incubacidén, se remaovié la
hormona no unida mediante 1a adicion de 5001 de una suspension de dextran-
charcoal, {(dextran,2,5mg y carbdn activado 250 mg en 100m! de buffer Tris-
HC1, 10mM, pH 8,0). Se dejo durante 30 minutos a 42C en agitacion constante; se
centrifugo a 13.000 xg a 42C. El conteo radioactivo se realizd transfiriendo el
sobrenadante al liquido de centelleo. Luego de extraido el blanco, la unidn es-
pecifica se determind sustrayendo del total de cpm, el valor obtenido en presen-
cia de DES. En estas condiciones se consideran valores positivos, aquellos con

mas de 10 f moles/mg de proteina citosdlica.

YII.b. Determinacion en suspension celular por autorradioqrafia

La determinacion de receptores estrogénicos fue llevada a cabo a través
de una modificacion del método desarrollado por Buell ¥ Tremblay para frag-
mentos de tejidos {(191). En los casos que se mencionan 1as muestras tumorales
fueron divididas en dos alicuotas, una de ellas con el doble de material de la
otra, siendo ambas digeridas enzimdticamente como se detalld {(Fig.4). Al tér-

mino del periodo de incubacidn con las enzimas, las alicuotas fueron filtradas vy
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concentradas por vacio como se describio previamente. La incorporacion total

de ( 3H) -E, se determingd incubando una alicuota de células en presencia de 1nM
de { 3 H)-E; a 372C durante 45 minutos con agitacién leve. La unidn inespecifica
del (3 H)-E, se determind incubando en forma paralela la otra parte de la sus-
pension celular con un exceso de 100 veces de DES adicionado 30 minutos antes
del (3 H)-Es como se describié. Al término de los 45 minutos de incubacidn am-
bas muestras fueron dejadas en capsulas de plastico, purificadas a través de un
gradiente de Ficoll-Hypaque, lavadas con PBS y sembradas manuaimente sobre
un gradiente de seroalbimina. Al término del gradiente de iscdensidad las frac-
ciones fueron separadas e incubadas durante 3 hs a 37¢C con agitacion leve y
fueron dejadas durante toda una noche a 42C. Al dia siguiente, las diferentes
fracciones fueron centrifugadas a baja velocidad, luego lavadas dos veces con
PBS e incluidas en 0.C.T a -302C. Ei 0.C.T es un material sintético que posee la
particularidad de ser liquido a temperatura ambiente y sdlido a bajas temperatu-
ras. S5e utilizo para evitar la desnaturalizacién de proteinas que produce 1a in-
clusidon en parafina. De cada taco se obtuvieron cortes por congelacion de 5 um
de espesor que fueron montados sobre portaobjetos cubiertos con gelatina.

Esto fue sequido de una fijacidn y deshidratacion de 10s cortes a través de con-
centraciones crecientes de 30%,50%, 75%,95% vy 99% etanol disuelto en solucidn fi-

sioldgica (3 minutos cada una) y xilol,con el objeto de evitar bruscas alteracio-

nes estructurales en 10s receptores que provocaran la liberacién del 3 H-E,

unido (193), para luego ser dejados a -302C durante 1 0 2 dias como maximao.
Para la visualizacidén del (3 H)-E, unido a su receptor, los cortes fueron rehi-
dratados a través de similares concentraciones decrecientes de etanol, con la
diferencia que se reaqlizaron varios lavados con 99% de etancl para eliminar po-
sibles restos de {3 H)-E, libre. Luego de este paso, se realizd la técnica para
la deteccion de CEA por inmunoperoxidasa, seguido del emulsionado para auto-

rradiografia y un tiempo de exposicion de 70-8§0 dias a -202C,
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¥YIl.c. Determinacién en fragmentos de tumores por autorradiografia

Se determind segun el método de Buell y Tremblay con variantes pro-
pias. Para determinar la incorporacion de {3 H)-E, se preincubaron 3-5 frag-
mentos de menos de 1 mm de lado en S ml de MEM + 107 FBS inactivado por calor
y tratado con carbon activado. Luego de preincubar durante 30 minutos a 372 C
se agregd (3 H)-E, a una concentracidn final de 1 nM y se incubé durante 45 mi-
nutos adicionales a 372 C. Este tiempo resulta suficiente para translocar al na-
cleo 1a mayor parte de los receptores (192). La marca inespecifica se determi-
no agragando desde el comienza de la preincubacion un exceso de 100 veces de
DES. Al término de 10s 45 minutos de incubacion ambas muestras fueron trans-
feridas a una solucién de 3,5 % de albdmina durante 4 horas. Luego se hicieron
cortes por congelacion y se fijé en concentraciones sucesivas de alcohol y xilol.

Se realizd la determinacion de CEA v Juego se cubrio con emulsion foto-
grafica. Se dejd 80 dias en exposicidn, se reveld, se tifid con Hematoxiling de

Harris y se procedid al conteo de granos vy de células CEA positivas.

YIl.d. Determinacion en utero de raton

Ratories BALB-c de 7-8 semanas de edad fueron utilizados para estos ex-
perimentos. Cada animal fue muerto por dislocacion cervical y luego se extrajo
su tero. Cada uno de los Uteros fueron cortados en fragmentos de aproximada-

mente 2-3 mm de largo y recogidos en MEM. Luego de realizar 1a incubacidn con

(I H)-E, solo 6 con{d H)-E, + DES los fragmentos permanecieron 3 horas a 372 C

con BSA en agitacion {75}. A su término fueron fijodos de diferentes formas e
incluidos en 0.C. 7. o en parafina. Se obtuvieron cortes de Sp sobre portas ge-
latinizados y luego de realizar la determinacion de CEA se emulsiond y se reveld

aproximadamente a tos 35 dias.



55

VIil.e. Conteo de granos: especificidad

Con el objeto de obtener 1a cantidad de incorporacion especifica de

3H-E2, se calculd el promedio de grancs obtenido de 150-200 células incubadas

con JH-E,+ DES. Luego se contaron 150-200 células de 1a incubacién con H-E,

solo. Se considerod positiva para RE a toda aquella célula con un numero de gra-
nos por 1o menos tres veces mavor que el promedio obenido luego de 1a incuba-

cién con 3H-E, + DES. Cada fraccién o tumor incubados con IH-E, solo, tuvo como

control de incorporacion inespecifica a esa misma fraccidn o tumor incubada con
3H-l-:2 + DES.

VYI1Il. Ensayos histoquimicos

Para la tincidn de mucinas acidas se utilizo el método clasico de Alcian
Blue al 2,5% desarrollado por Lev y Spicer (194 ). Este método tine de azul in-
tenso 1as mucosustancias de tipo acido con grupos hialurdnicos, sidlicos y sulfa-
todos débiles. Los nucleos fueron contrastados con Kernechtrot. El método de
Taft con modificaciones propias fue usado para 1a tincidn de dcidos nucleicos con
verde metilo pironina. E1 verde metilo tifie de azul verdoso el DNA (nucleo) y ia
pironina tifie de rosa intenso el RNA {(citoplasma). Los cambios introducidos
fueron elevar la cantidad de pironinag a 0,5 mqg. y diluir ambos componentes en
buffer acetato pH 4,0 (194). Ambas determinaciones se hicieron con posteriori-

dad al revelado.
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IX. Medicion del efecto estrogénico sobre el indice de proliferacion

tumoral

Fragmentos obtenidos de 1a periferia de cada tumor fueron incubados en
2 mi de MEM conteniendo 10% de FBS (depletado de esteroides como se describid
con anterioridad ). Este medio de incubacidn contenia 2p Ci/ml de IH-tim {50-80
Ci/m mol) vy se realizaron incubaciones paralelas con concentraciones diferentes
de Estradiol {(10-? M, 10-8M,10"?M). En un nimerc determinado de casos, se
incubd en presencin 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 372 C con
una leve agitacion durante el transcurso de 1a misma. A su término los frag-
mentos fueron lavados con PBS fric durante 45 minutos con tres cambios. La de-
teccion de 3H-tim incorporada al ONA por autorradiografia y de CEA o ras p-21
por inmunoperoxidasa se reqlizd como se describe, luego de fijar con 4% de p-

formaldehido en buffer PBS v su posterior inclugion en parafina.

X. Determinacion de la expresion de la proteina ras p-21

La determinacion se realizo por técnicas de inmunoperoxidasa. Cortes
de 5p de espesor fueron obtenidos a partir de tumores fijados con p-formaldehi-
do e incluidos en parafina. Los cortes fueron desparafinizados en presencia de
xilol {2 x 15" cada uno ), luego expuestos durante 30 minutos a 0,5 % de H,0, en
metanol para eliminar la peroxidasa enddégena como se describid para el CEA.
Luego de 1a hidratacion, el corte fue incubado con suero normal de conejo al 2 %
durante S50 minutos a temperatura ambientc ~on el objeto de bloquear 1a unidn
inespecifica del 22 antisuero; esto fue seguido de una incubacion de 60 minutos a

372 C en presencio del AcM anti p-21 ¥13-259 (109). Luego de lavar con PBS se



57

volvid a colocar durante 15 minutos mas en suero de conejo. Luego de escurrir
se agregd inmunoglobulinas de conejo anti rata unida a peroxidasa {dilucién 1:20)
y se incubd durante | hora mas a 37¢ C. A su término vy luego de los lavados con
PBS los portaobjetos fueron lavados con 0. 1M Tris HC1. El revelado en presencia
de DAB se realizo tal como se describe para el CEA.

Debido a que 1os tumores fueron incubados previamente con 3 H-tim, al
término del revelado con DAB 103 cortes fueron lavados con T.C.A. y Ha0 v
emulsionados. Se reveld a los 15 dias y se tino con hemotoxilina. La determi-
nacion de la positividad para p-21 se realizé de la siguiente manera: 1+)< del 1%
de células positivas en todo el corte; 1+) de 1% - 25% de células que expresan
p-21; 2+)de 26% - 50%; 3+)51%4-75%4; 4)76% - 100%. Simultdneamente se
determiné la incorporacion de 3JH-tim.

La determinacion en cortes por congelacidn se realizé a partir de tumo-
res inciuidos en 0.C.7. Los cortes fueron fijados como describen Furth y col.
(109). Luego de montar los cortes en portaobjetos, fueron fijados 4 minutos
con metanol absoluto a -102 C y secados al aire. En algunos casos, las células
fueron fijadas con 3, 7% de formaldehido en PBS durante 10 minutos a temperatu-
ra ambiente, luego con metanol v acetona a -102 L. Se realizaron diferentes
controles sustituyéndose el primer anticuerpo por PBS, suero normal de rata o
por los siguientes anticuerpos monoclonales de rata; 1TH3: reconoce un antige-
no de histocompatibilidad de clase 1 y e3 inducido por interferdon; YDI/63.4.10:
reconoce un H.L.A. de tipo DR; ¥DI/23.1.2: reconoce un antigenc leucocitario

comun.



e e e e e e e et e o et e

58

XI. Determinacion de la expresion del oncogene c—-myc

XI.a. Clonado ¥ amplificacion del c-myc

El c-myc inserto dentro del plasmido pBR322 es un segmento Cla 1-EcoR |
de 1.4 Kb que ¢ontiene el exdn 3. El plasmido recombinante originariamente fue

denominado clon pMC41RC (135). La insercidn del c-myc transforma al plasmido

en sensible a tetraciclina. En la figura S se puede observar lg estructura del

gen c—myc y del plasmide que contiene el 38 exon.

! 12exon . 22 exon. 32exon
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Figura 5. £sirwclura del gene humano c-imye. £ agmenio 4e resiriccion
LlasEco Rl conleniendo &7 lercer exon clonado en pBRIZSE se wiilizé como sonda.
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El c-myc liofilizado se resuspendid a una concentracién final de 0, 1
ng/ml y luego se diluyd 1:10 en buffer Tris—-EDTA. De aqui se tomaron 4 ml que

contienen 40 pg de DNA.,

XI.b. Transformacion de las bacterigs

En principio 1a técnica corresponde a la descripta por Maniatis y col.
{195). La cepa de bacterias HB101 congelada en glicerol fue ligeramente des-
congelada e inoculada en tubos con 2 ml. de L-broth. Luego de dejar toda una
noche, se transfirid a 50 ml de L-broth y se incubd con agitacidon fuerte hasta
una densidad Sptica de 0.5 0D 5509 que en esta cepa es equivalente a 5 x 107 célu-
las/ml y que se obtiene al cabo de poco mas de 4 horas.

El cultivo fue transferido a hielo por 10 minutos y centrifugado a
4000 xg. (5550 rpm) durante 5 minutos a 42C. Se descartd el sobrenadante v el
precipitado fue resuspendido en 1a mitad de su volumen original en una solucion

fria y estéril de SO mM Ca Cl, y 10mM Tris-HC! {pH 8,0), dejado en hielo durante

15 min y centrifugado a 4000 xg durante 5 min a 42C. El precipitado fue resus-
pendido en 1,33 ml de 1a solucién Ca Clp - Tris-HCl. Se dividi6é en alicuotas de
0,2 ml y se dejé a 42 C durante 19 horas. Se agregaron los 4 pl del c-myc en
buffer T.E, se mezcld y se dejo 30 minutos en hielo. Luego se pasd a un baho de
agua a 42¢C durante 2 minutos. Se agregd 1 ml de L-broth por tubo y se incubd a
372C durante 30 minutos.

Al término de los 30 minutos, se incubaron 0,6 mi del total con tetraci-
clina (15ug/ml) v el resto durante 30 minutos mdas en presencia de ampicilona
(50pg/ml). Luego de una incubacion en placas de agar durante una noche a 37¢C
se obtuvieron alrededor de 15 colonias con 0, 15 ml v unas 40 colonias con 0,30

m1 en presencia de ampicilina. El control con tetracilina no dido colonias.



XI.c. Amplificacién del c-mvyc

Se tomo una colonia ¥ se inoculd con una solucidn de L-broth conteniendo
ampicilina, se incubd en Eriemayer durante una noche a 372C con agitacidn vigo-
rosa. Al dia siguiente se tomd 0,1 ml del cultivo estacionario vy se inocularon
35m1 de solucién L-Broth-ampicilina y se incubd a 372C con agitacién hasta una
00=0,6. Se tomaron 25 mi y se transfirieron a 500 m! de L-broth-ampicilina.
Al cabo de 2 horas y con un 0.Dggg e 0,4 (no estacionario) se agregaron 2,5 ml
de cloranfenicol para una concentracion final de 170 pg/mi. Se incubd durante

toda un noche a 372C con agitacion.

XI.d. Recuperacion del plasmido amplificado

Al dia siguiente se centrifugd a 4000 xg, a 42C durante 10 minutos y las
células se lavaron con buffer STE (0.1 M NaCl, 1 mM EDTA vy 10 mM Tris pH 7.8)
frio. El precipitado de 103 S00ml se resuspendié en 10ml de solucién [ (50mM
glucosa, 10mM EDTA, 25 mM Tris HC} pH 8,0) conteniendo 5 mg/mi de lisosima
agregada en forma previa al uso de 1a solucidn.

Se dejo en tubos Beckman a temperatura ambiente 5 minutos. Se agrega-
ron 20 ml de solucién II (0.2 N NaOH, 1% 5DS). Luego de mezclar se dejo en
hielo 10 minutas segquido del agregado de 15 ml de 5 M acetato de potasio (pH
4,8). Luego de mezclar, se dejd en hielo 10 min y se centrifugé a 20000 rpm, 20
minutos a 42C. Se descartd el precipitado {particulado ¥ DNA bacteriano) y el
sobrenadante se transfirio a 3 tubos a 1os cuales se les agrego 0,6 volumenes de
isopropanol v se dejd 15 min a temperatura ambiente. El DNA se recuperod cen-
trifugando a 12000 xg durante 30 minutos a temperatura ambiente. Luego se lavo
el precipitado con etanol 70% para eliminar las sales y se dej6 durante 10 minu-

tos en disecador con vacio mdas otros 10 minutos sin vacic para evaporar el eta-



nol residual. Se junté todo en 8 ml de buffer TE y se agregaron 8 gs de Cs Cl en
forma paulatina hasta su disolucién. El volimen aumentd hasta 10 ml y se agre-
garon 0,8 ml de bromuro de etidio (10mg/mi).

Se transfirio a tubos de acetato de celulosa y se completd el voldmen con apro-
ximadamente 0,5 ml de aceite de parafina. Se ultracentrifugd 36 horas a 20¢C y
a 45.000 rpm en un rotor tipo 50. Al término de la centrifugacion se observéd
con lampara de U.¥. y se vieron dos bandas y un precipitado. Utilizando una pi-
peta Pasteur con punta curva se recupero la banda de plasmido circular. Con
alrededor de 2 ml de DNA del plasmido se hicieron 4 extracciones con un volumen
similar de n-butanol saturado con agua hasta eliminar todo el bromuro de etidio.
E1 CsCl remanente fue eliminado por didlisis durante toda una noche contra
buffer TE . Luego de la didlisis se repartid en alicuotas 22 0,2 ml y se midid 1a

obsorbancia a 260nm vy a 260 nm. La relacion 00260 demostro que no habia
0Dzeo

contaminacidén en el DNA. Los cdlculos demostraron una concentracion de

245 pg/mi.

X1.e. Comprobacidn de la presencia del c-mvc en el ONA del pldasmido

Para comprobar 1a presencia del c-myc inserto se tomaron 2ul de 1a so-
lucion conteniendo el plasmido (0,4 pg de DNA ) ¥ se realizd una digestién com-
pleta con enzimas de restriccidon. E) medio de incubacidn contenia en un volimen
final de 10 pl: -1l de buffer de restriccion {concentracion final: 50mM NaCl, -
10mM Tris-HC1 p H 7,5, 10 mM Mg Cla, 1mM DTT).

- Eco Rl a una concentracién de 17 U/35 pl de plasmido.
- Cla I a una concentracion de 20 U/35u1 de plasmido.
- se completo con Ha0 hasta 10p1.

Se incubd toda una noche a 372 C; se frend con EDTA (pH8.0) a una con-

centracion final de 10mM. A esta 3olucidn 3e agregd el azul de bromofenol y Fi-

coll a concentraciones finales 0,025 % vy 2.5 % respectivamente.
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La corrida se realizo en 1.1 % de agarosa en buffer TBE {TBE 5X = Trizma
base 54 g, acido borico 27,5g., EDTA 0,5 M pH 8,0 en 20ml incluyendo una con-
centracion final de 15 mM acetato de sodio, pH 5,5 de un stock de 3M).

Como control se corrié DNA de fago X digerido con Hind I11. Se corrid
durante 2 horas en una minicuba. A su término se agregaron 3pl de Bromuro de
Etidio para 30 ml.de buffer y se dejo 30 minutos a temperatura ambiente en oscu-
ridad. Luego se observo por lampara UY y se obtuvo una banda correspondiente

al plasmido y otra del tamaho previsto correspondiente al c-myc, como se ob-

serva en la figura 6.

Figura 6. Ssparacicn gel c-O8A c-mye gel ¥ del pigsmids. Lanailes a-7,
DMESIRE: canal §, DN del fago \ digeride con Hind i1l. La flecha sehala el c-
e,
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XI.f. Hibridacion in situ

Las muestras tumorales recogidas directamente del quiréfano fueron fi-
jadas en forma estéril en p-formaldehido al 4% en PBS. Luego de lavarlas con
PBS fueron incluidas en parafina. Se obtuvieron cortes de Sum que fueron des-
parafinizados con dos cambios de xilol de 15 min cada uno y rehidratados q tra-
vés de pasajes por etanol {100%, 96%) y H,0. La hibridacion in situ se basé esen-
cialmente en 103 trabajos de Ohlsson y col. (196), y Brahic ¥ Haase (197), mo-
dificado por Rein y col. (198), Hafen y col. {199} y M. Akam (200). Para per-
meabilizar los tejidos y hacerlos accesibles a 1a "sonda”, 10s siguientes pasos
fueron esenciales: las secciones fueron en principio incubadas durante 15 minu-
tos a temperatura ambiente en 0.2 M HC1, lavadas con H,0 e incubados durante 30
minutos a 702C con 2 x SSC {1 x SSC=0.15 mM NaCl y 0.015 mM de citrato de sodio
pH 7.0). Luego los portaobjetos fueron tratados con 3 pg/ml de proteinasa K
(disuelta en 0.2 M Tris HC1 pH 7.2 y 2mM Ca Cl,) durante 15 minutos a 372C, la-
vados con buffer y deshidratados con diferentes gradaciones de etanol (50-70-
95-99.5% de etanol ) ¥ secados al aire. Para fijar el RNA expuesto por 1a protei-
nasa K se realizé una post-fijacion durante 30 minutos a temperatura ambiente
con 4% de paraformaldehido en PBS, seguido de varios lavados con PBS v deshi-
dratacidn con diferentes gradaciones de etanol como se menciona previamente.
La acetilacion de 1os portaobjetos se realizéd como se describid (201,202), con
el objeto de reducir 1a unidn inespecifica de qcidos nucléicos. Los portaobjetos
fueron dejados en 0.1 M de trietanolamina, pH 8.0 (qjustado con HC1). Luego se
agrego anhidrido acético hasta S ml/L con agitacion fuerte. Después de dejar 10
minutos se lavo con 2 x SSC {dos veces de S minutos} 70% etanol {dos veces de 10
minutos ), 95% etanol (dos veces de 5 minutos) vy secado al qire.

Previo a la hibridacion, los cortes fueron prehibridados durante 2 horas

a temperatura ambiente con la solucidén de hibridacidn sin 1a sonda radioactiva.
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Posteriormente los portacbjetos fueron hibridados con 10 ng de [3H] c-DNA por
portaobjeto durante 40 @ 48 horas. E! medio de hibridacion contenia 50% de for-
mamida, 10% dextran sulfato, 1M NaCl, 20 mM Tris-HC1 pH?.0, 1mM EDTA, 150
Hg/ml de DNA de esperma de salmén sonicado, 5 x de solucion Denhardt {1 x de
solucion Denhardt 0.02% Ficoll, 0.02% polivinilpirrolidona v 0.02% BSA en pe-
so/volumen) y 1 mg/mil de RNA de levadura. La mezcla de hibridacidn incluyendo
el 3H-c DNA fue calentada durante 1-2 minutos a 1002C y enfriada inmediatamente
a 02C. 8pl de 1a mezcla de hibridacion fueron depositados sobre el corte de teji-
do y cubiertos con un cubreobjeto de 1 cm de lado que fue previamente tratado de
la siguiente manera: hervido en 1 N HCl durante una hora, neutralizadoen 1 M
Tris HCl, pH 7.0 y lavado con Hy0 destilada.

Los extremos del cubre objeto fueron cubiertos con cemento gomoso pa-
ra evitar la evaporacion de 1os 8ul durante 1a hibridacién en camara humeda. Al
término de 1a hibridacién 1os portas fueron sumergidos dos veces en cloroformo
{5 minutos por vez ) para eliminar el cemento y luego lavados dos veces (10 mi-
nutos por vez) a temperatura ambiente con 50 % de formamida, 0.3M Na C1, SmM
Tris {(pH?.4) vy 5 mM EDTA. Posteriormente 1os portas fueron lavados por in-
mersion en 2 litros de 2 x S5C durante 1 hora a 502 C con agitacion y luego duran-
te 1 hora con 0.6 M Na Cl, 10 mM Tris HC) (pH7.4), 1mM EDTA, pasados por 2 x
SSC y deshidratados con diferentes gradaciones de etanol, {704 y 90% de etanol
conteniendo 300 mM de acetato de amonio). La emulsion fotografica Kodak NTB2
fue diluida 1:1 con 600 mM de acetato de amonio. Luego de emulsionados, los
portacbjetos fueron expuestos durante 40 - 50 dias, revelados con Kodak D19 v
tefiidos con hematoxilina de Harris.

Los portaobjetos utilizados durante 1a hibridacion fueron previamente
tratados de la siguiente manera para prevenir 1a union del C-DNA al vidrio: se

incubaron durante 3 horas a 652 C en 450 mM Ha C1/ 45 mM Na Citrate, pH 7.0
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conteniendo 0,02 % Ficoll, 0.02 % polivinilpirrolidona vy 0.02% BSA, luego su-

merqgidos durante un segundo en H,0 v fijados durante 20 minutos a temperatura

ambiente con 4%, de p-formaldehido en PBS.

X1.g. Aplicacién simultdnea de técnicas de inmunoperoxidasa y de hibridacién

in situ

En la mayoria de los casos se realizd 1a deteccion simultanea de un anti-

geno por inmunoperoxidasa sequido de la hibridacidon con el c-myc. En ese caso

luego de terminar la reaccidn con DAB y H,0, para peroxidasa, los portaobjetos

fueron dejados en H,0, luego tratados con 0.2 M HCl y sequido como se descri-

bid.

XI.h. Marcacidn del c-DNA por "Nick transligtion”

Se hizo en principio de acuerdo al trabajo de Rigby y col. (203).
La marcacion del c-DNA del plasmido conteniendo el c-myc se llevd a cabo incu-
bando durante 2 horas a 162C una cantidad de 0,4 pg del c-myc {en un volimen
de 1,6 pl) en presencia de dATP, dGTP y dCTP {concentraciones finales de los
tres 20 pM) y 50 pCi de [JH] dTTP (actividad especifica = 54,5 Ci/m mol) previa-

mente evaporado en forma total, buffer de Nick translation {concentracidn final=

0.05 M Tris HC1 pH 7.2, 0.01 M Mg SO4,0.1 mM DTT, BSA fraccion V,50 pug/ml) en
uh volumen final de 50 x. Inmediatamente antes de comenzar la reaccion se
agregd 1 » de D Nasa (0.1 pug/ml)y 1 x de DNA polimerasa | (10 U/ml).

Al término de la incubacion se llevd el tubo a hielo. Se agregaron 2 ml
de 0.5 MEDTA pH 8, se centrifugd en microcentrifuga y se agregaron 5 ml de

buffer T.E. La separacidn entre el DNA y el nucledtido libre se realizd pasando



1a muestra por una columna de Sefadex G-50 (18 x 0.6 cm) en buffer TE. Luego
de lavar la columna con buffer se adsorbieron los 100 pl del tubo que fue luego
enjuagado en otros 100 pl posteriormente adsorbidos también. La elucion de
1as columnas fue a un ritmo de 6 ml por 20 minutos. Se recogieron fracciones de
0,5 ml. Al término de 1a columna se contaron en un contador de centelleo liqui-
do 5l de cada tubo. En la figura 7 se observa un patrodn tipico de elucion del c-

ONA y del nucleétido libre.
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Figura 7. £Lromalogralia del ¢c-O8 c-mic por Sefadex £-58. £] pico de la iz~
quierda corresponde al ORA v eluye en e1 ¥, de la columnag

Como se observa 1a separacion es muy clara. En general obtuve un total
de €-30 x 10¢ cpm/ug DNA que se encuentra dentro de 1o que 32 reporta en la li-
teratura mediante el uso de nucledtidos tritiados (202,203). La incorporacion
de SH-TTP al DNA varid entre el 15% y el 20 %. Luego de obtenido el pico de DNA
los tubos 3y 4 se ju'ntaron y se precipito toda 1a noche con 2 volumenes de etanol

en presencia de 0.1 M NaCl a -202C. Al otro dia se centrifugd durante 10 minutos
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a 15000 rpm y luego de descartar el sobrenadante, se dejo secar y se evaporo
por vacio durante 20 minutos para eliminar el etanol remanente. El precipitado
fue resuspendido en buffer de hibridacién para obtener alrededor de 5x104 cpm/5
ul. a una concentracion final de alrededor de 2 pg/mi de DNA tal cual se aconse-

ja para hibridaciones in situ.

XII. Cultivo de células

La linea celular T47-D es una linea de cancer de mama humano crecida
en cultivo continuo. Las células fueron crecidas en medio RPMI 1640, suplemen-
tado con 20 mM Hepes, pH 7,2, 0,5 ma/m]l de insulina y 10% de suero fetal de
ternera.

La células HL-60 son una linea promielocitica humana crecida en cultivo
continuo. Estas fueron crecidas en MEM-a suplementado con 10% de suero fetal

de ternera. Los cultivos fueron incubados a 372C en una atmdsfera de 95% : 5%,

aire: CO5

MATERIALES

Los medios de cultivo de tejidos fueron abtenidos de Grand Island Biolo-
gical Company (Grand Island, NY. ). Las enzimas y drogas fueron en general de
Sigma (Saint Louis, MO). El material radioactivo fue obtenido de New England
Nuclear (Boston,MA). Los anticuerpos comerciales fueron obtenidos de Dako La-
boratories, Denmark y 1as enzimas de restriccion de Bethesda Research Labora-
tories.

El anticuerpo monoclonal anti p-21 fue cedido por el Dr.Mariano Barbacid

del Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos. La linea HL-60 y el



c-DNA del c-myc fueron cedidos por el Dr. R. Buick del Ontario Cancer Institute
de Canada. Los anticuerpos de rata que se usaron como control fueron gentil-
mente cedidos por el Dr. Oscar Burrone del Instituto de Investigaciones Bioqui-

micas, "Fundacién Campomar".
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RESULTADOS

I. Expresion de marcadores de diferenciacion y proliferacién en

carcinoma de mama humano

I.a. Expresion del antigeno carcinoembrionario ¥ su relacion con la prolifera-

cidn tumoral

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio demostraron que 1a
expresion de un antigeno oncofetal como el carcinoembrionario (CEA ) se en-
cuentra aumentada en tumores mds diferenciados por 10 que se sugirid que 1a
presencia de CEA podrfa ser utilizada como expresién de diferenciacién celular
en cancer de mama humano.

La primera parte de este trabajo consistio en n determinacion de 1a in-
corporacién de timidina radioactiva comparandola con 1a expresion de CEA a ni-
vel celular. El proposito de estos estudios realizados en principio sobre cortes
histoldgicos de tumores primarios de mama , fue determinar si la expresion de
CEA estd localizada en aquellas células proliferantes o bien en otra subpobla-
cion celular. Para ello se desarrolld una técnica en nuestro taboratorio, que
permite 1a utilizacidn simultanea de 1a autorradiografia ¥ 1a inmunohistoquimica
(1a técnica fue desarrollada por 1a Dra. [.Sorin). En nuestro caso la primera
de ellas nos permitio detectar la incorporacion de timidina tritiada al DNA,
mientras que por medio de 1a segunda se determind 1a expresion de CEA. Asi-
mismo estos valores fueron comparados con el contenido total de receptores es-—
trogénicos que como vimos en la introduccion es también una expresién de tumo-
res mas diferenciados.

El indice de captacidn de timidina se determind en 36 pacientes

con carcinoma mamario. Como se puede ver en la Tabla 1 existe una gran varia-
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bilidad en los valores obtenidos, siendo el porcentaje de células marcadas entre

0,08%y 3,73% en los diferentes tumores.

Tabla V. Lorreiacion enlre & indice de caplacion de timiding {741, ia expresion isular
gel aniigeno carcingembrionario (CEA ) 1 &1 conilenide de receplores £5irogénicos (RE)
BN LArcingmas maimarics hunanes. £1 aelqlie experimenlal se encuenira gescriplo en ia
Seccion Maleriaies | Mélodos.

Grado de T.L.1. C.E.A. R.E
diferenciacion (% de células) (% de células) {fmoles/mg de)
marcadas positivas proteina
1 0,86+0,479{13)b 50,7+18.6(13) 73.6271.8(7)
diferenciados 0,08-1,54¢ 21-81 11-192
II 1,21%0,45(19) 27+21,8(18) 13,7¢53,6(19)
parcialmente
diferenciados 0,458-1,98 1-80 0-187
II1 2,61+0,76(4) 4,3+1,27(4) 4,3+4,5(3)
indiferenciados 2,01-3,73 0-3 0-9

al Fromedic £ 05, b Mimero ge pacienies, ¢.) Rango de valores

Cuando se compard el T.L.!. promedio de 1os tumores en funcion del
grado de diferenciacion tumoral se observd que existe ademds una tendencia ha-
ciaun T.L.!. mas alto en 1os tumores con menor diferenciacion. La compara-
cion estadistica de estos valores, mostrd diferencias significativas, principal-
mente entre el grupo de tumores mas diferenciados {grado { ) ¥ el menos dife-
renciado (grado |!1) siendo 1a P < 0,001,

Se puede concluir de estos resulitados, que a pesar de que existen varia-
ciones importantes en los niveles de T.L.!. entre los diferentes tumores, estos
valores estan indicando que sélo un determinado porcentaje de células de un tu-

mor primario esta activo en el ciclo celular duplicando su ONA. Mas aun, este
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porcentaje de células es muy pequeno siendo el promedio de todos 1os tumores
de 1.24 % + 0,71 (promedio * desviacion estandard) y como se observa en la ta-
bla, en ningun caso supera el 4 % del total de células epiteliales.

Otro dato relevante que surge de 1q tabla es que de 103 36 pacientes es-
tudiados, 32 tumores expresaron capacidad de diferenciacion total o parcial
vgrados | y I1) ¥ solo 4 de estos tumores en esta poblacion al azar, no mostra-
ron parametros de diferenciacién, sugiriendo que en carcinoma de mama humano
las células responsables de la proliferacion tumoral poseen en su memoria la
capacidad de dar origen a células diferenciadas y 1o que es mas importante adn,
a una estructura diferenciada del tumor.

En l1a tabla | se observan también los valores de CEA obtenidos en cada
tumor. Como era dable esperar, estos valores tienden a ser mas elevados en
aquellos tumores mas diferenciados.

Cuando se compararon 10s niveles de CEA con 1os valores de T.L.I. se
observo (Tabla 1) que los tumores menos diferenciados {grado Ii1) tienden a no
expresar CEA tisular 6 presentan niveles bajos, con valores aitos de T.L.I.
{2,01% - 3,73%); por el contrario 1os tumores mas diferenciados {grado |) pre-
sentan mayor cantidad de CEA y valores mas bajos de T.L.1. (0,08% ~-1,54%).
Asimismo los tumores grado |i poseen valores intermedios de T.L.l. (0,48% -
1,92 %), mientras que la expresion de CEA es muy variable.

La tabla muestra que 1a expresion de CEA es muy heterogénea en los di-
ferentes tumores, siendo el valor promedio de alrededor del 32 % de células po-
sitivas con un valor minimo de 0% y un mdaximo de 81%. Los resultados nos indi-
can también que 1a relacion promedio entre 1as células que expresan CEA y las
proliferantes es aproximadamente de 20 a 1.

En 1a figura 8A se pueden observar células que han incorporado timidina

tritiada en sus nucleos.
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toplasmatica de CEA; a mayor aumento podemos ver que 1a expresion de CEA es-
ta asociada a dos tipos de céluias que defieren en el tamaio y en 1a relacion na-
cleo/citoplasma. Cabe resaltar sin embargo que la sehal fue mas intensa en las
células mas pequenas (fig. 8C ). Por ultimo en la figura 80, vemos un tumor in-
diferenciado que no expresa CEA.

Este estudio simultdneo acerca de 1a expresion intracelular de CEA y la
capacidad proliferativa nos permitié ocbservar también que ninguna de las células

en fase 5 del ciclo celular o en mitosis expresd CEA intracitoplasmatico.

I.b. Expresion de receptores estrogénicos

En 29 de los 36 tumores se midid también el contenido total de recepto-
res estrogénicos. En la tabla | se puede observar que aquellos tumores mas di-
ferenciados poseen valores positivos de RE, mientras que existe un tendencia a
valores mads bajos en tumores mas indiferenciados. Esta diferencia es particu-
larmente significativa cuando se compara el promedio de 10s tumores grado | &
it con el grado 11,

En 1a figura 9 esta graficada la relacion entre el porcentaie de células
proliferantes v el de células que expresan CEA. Aunqgue la relacion tiende a ser
semilogaritmica, en realidad 1a mayor parte de los tumores poseen entre un 20%
y 70% de células CEA positivas v 0.5% v 1.5% de células proliferantes.

En la figura 10 se puede observar la relacion existente entre el porcen-
taje de células en fase S y el contenido de receptores. Aqui 1a relacion parece
ser mas claramente de tipo semilogaritmica con un porcentaje menor de tumo-
res que salen de esta relacidn con respecto a 1o que se observo para CEA.

Estas diferencins entre 1a expresion de CEA v 1a de receptores estrogé-
nicos se puso en evidencia al graficar un parametro en funcidn del otro (fig.

11).
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aeil TLi ver figura Q. £7 valor de RE se obluve con 1a 1ecnica de desplazanienlo

DO Carbon aclivado descripla en MElodos. {68 Galos & expresan come e ia 1i-
gura 9,
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A pesar de que en la tabla 1 habiamos observado que la expresidn de CEA
y de RE aumentaba con 1a diferenciacidn tumoral, no existe una correlacion apa-
rente en 1a expresion de ambos marcadores de diferenciacion. Por ejemplo es
posible apreciar que tumores con valores de RE menores de 20 f mol/mg de pro-
teina, poseen una expresion de CEA que fluctua entre 0% vy 81 % de células positi-

’

vas."
Oe 103 resultados observados hasta el momento, cabe resaltar 1as siguientes
conclusiones parciales:

a— células incubadas durante 4 horas en presencia de timidina radioactiva {pro-
liferantes ) no parecen expresar CEA.

b- aunque los valores bajos de T.L.|. se encuentran asociados a una mavor

expresion de receptores estrogénicos y de CEA, no se observo una correlacion

aparente en 1a expresion de ambos marcadores de diferenciacion.
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II. Determinacidon de receptores estrogénicos por autorradiografia

en cortes histoldgicos

Gran parte de 10s estudios sobre receptores estrogénicos en cancer de
mama fueron realizados utilizando técnicas que cuantifican el contenido total de
RE del tumor, independientemente de la heterogeneidad en 1a distribucion inter-
celular de dichos receptores dentro del tumor. Debido a que nuestro interés era
estudiar 1q distribucién de RE v su correlacion con 1a expresion de CEA intenté
poner a punto diversas técnicas. Estudios por técnicas de inmunohistoquimica
realizados en nuestro laboratorio v en otros utilizando antisueros anti-estradiol
no resultaron satizfactorios, por dos razones principales: a) la deteccion por

técnicas de inmunohistoquimica se lograba solamente a concentraciones del or-

den de 10°7 M de E», mientras que concentraciones de 108 - 10"9M no produ-
cian expresién positiva; b) la positividad obtenida a 10-? M de E> no era despla-
zada por un exceso de un andlogo de E; como el dietil etilbestrol (DES).

De alli que dejamos de lado definitivamente 1a posibilidad de detectar la
union especifica del E, de esta manera y decidimos verificar la aplicacion de
técnicas de autorradiografia utilizando como trazador 3H-E,. Para ello desa-
rrollamos un método que nos permitiera visualizar en forma simultanea antige-
nos como el CEA por técnicas de inmunoperoxidasa y 1a union del 3H-E2 por técni-
cas de aqutorradiografia. Evaluamos en principio 1as condiciones ideales utili-
zando como modelo Gtero de raton, donde las propiedades de tejido blanco estan

bien estudiadas.

II.a. Estudios en utero de ratén

Los primeros experimentos lievados a cabo para encontrar las condicio-
nes ideales, demostraron que 1a fijacidon con formalina en buffer fosfato o con

etanol 95% produjo un cambio tal en el receptor estrogénico que en los prepara-
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dos practicamente no se observd precipitado de granos, posiblemente por libe-
racion del 3H-E, unido.

Resultados satisfactorios obtuve utilizando una técnica propuesta por
Raam y col. {74) que utiliza diferentes concentraciones de etanol disuelto en so-
lucion fisioldgica en lugar de agua destilada, con el objeto de prevenir los cam-
bios que se pudieran producir en el receptor a raiz de la drastica hipotonicidad
durante el procedimiento de fijacidn y deshidratacion. La técnica se desarrollo
como se describe en Materiales y Métodos, de tal modo que en todos los prepa-
rados se midid previamente 1a expresién de CEA por técnicas de inmunoperoxida-
sqa, que r-esuItAé ser negativa en todos 1os casos de Gtero de raton, pero no asi en
tumores humanos, como se vera posteriormente.

Como se puede observar en la figura 12A, secciones de Gtero de raton
incubadas con 3H-E2 muestran granos de plata localizados preferentemente so-
bre las probables células blanco de 1a glandula del endometrio, aunque también
en células del estroma. Ademas se observa que la gran mayoria del precipitado
de plata se encuentra sobre 1os nicleos siendo evidente 1a menor contribucion
del precipitado citoplasmadtico al total. Es posible ver también que 1a matriz ex-
tracelular esta prdacticamente limpia de granos. En secciones paralelas incuba-
das con un exceso de E, frio o el agonista estrogénico DES se pudo ver que el
precipitado desaparecio {(datos no mostrados). Fragmentos coincubados con un

exceso de progesterona fria 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 union del Ea a su receptor
especifico (fig. 12B).

Por otra parte, las células endoteliales, asi como 1as musculares fue-
ron siempre negativas.

La distribucién general de 1a marcacidn en presencia de 3H-E2 fue bas-
tante heterogénea. Existen nidos de células muy marcadas, preferentemente en

las zonas periféricas de los fragmentos, mientras que 1a marca decrece hacia el
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interior. Esta diferencia es significativa y 1a razon principal posiblemente re-

side en la accesibilidad del 3H-E, a 1as células interiores.

II.b. Estudios en c@ncer de mama humang

El exdmen de los cortes incubados con 3H-E2 mostrd que 1a marca apare-

ce solamente en 1as células neopldsicas. En 21 de 23 casos estudiados 1a mar-
cacion se observod solamente en el ndcleo, como se ve en 1a figura 12C con una
marcacion citoplasmatica prdcticamente nula. Sin embargo en los casos6 y 13
se pudieron observar células que poseian también marca en el citoplasma, como
se observa en la figura 120. En todos los casos estudiados el agregado de DES
redujo notablemente el numero de granos detectables.

Esto se observa claramente en 1a tabla 2 donde se muestra la variabili-

dad en 1a captacion de 3H—E2 por parte de 1as células que componen el tumor. En
presencia de 1 nM 3H-E2 solo, existe un gran porcentaje de células con mas de 4
0 mas granos por nucleo. Sin embargo el agregado de un exceso de 200 veces de
DES en presencia de JH-E, pravocs que no se observaran células con mds de 3
granos y casi el 70% de las células observadas poseian 0-1 grano por niclea.
Este resultado confirmé la especificidad de 1a técnica utilizoda.

En 1o que respecta a 1a expresion de CEA, en las microfotografias de la
figura 12 y en la tabla 2 se pueden ver células que expresan simultdneamente RE
y CEA junto a otras que expresan uno solo de 10s marcadores. En la tabla 3 se
muestran los datos de todos los tumores analizados. Cuando los tumores fueron
divididos en RE positivos y RE negativos pudimos observar diferencias estadisti-
camente significativas en el porcentaje de células marcadas con 3H-E2 (columna
2) asi como en la expresion de CEA {columna 3). En esta tabla también se puede
ver que existen tumores que expresan ambos marcadores en sdlo el 30% de sus

células y otros donde todas las células expresan CEA y RE simultdneamente.



Tabla 2. Jisiribucion del nitnere de c&luias sequn 1a incorporacion de (TR IE o 1 ia ex-

Dresion del antigens caroinoembrionario (L6 ) 6 un €50 de carcinoma namario.
Fragmenios de un CAroinoma mamario Tueron incubados en presencia de esiradiol iritig-
G0 como & Gescribe en Melodos. Asimismo, se midic 1a expresion de CEA en 105 mismos
cortes. *£ 7 lragmenios incubados en presencia del esiradiol radioactive soloi *£5 +

JES? fragmenios incubados en presencia de *£ o mads un exceso de dietilelilbestrol; #Los

niveles de CEA se expresan en cruces? - ) expresion negatival + ) expresion moderada s
t+ ) expresion posiiiva

*E2
N¢ de granos 0 1 2 3 4 5 6 7
CEA
Nimero de Células
- 26 B 7] 8] 4 3 4 11
+ 16 4 0 4 4 2 2 4
++ 0 4 4 0 8 0 0 4
*Ez + DES
CEA N¢ de granos 0 i 2 3
Nimero de Células
- 0 28 17 12
+ 10 12 12 Z
++ 40 4 4 0

La correlacion entre ambos marcadores de diferenciacion se encuentra
graficada en 1a figura 13. De la distribucidon de 108 casos se puede afirmar que
para tumores con valores de hasta 50 ¥ de células positivas para CEA el maximo
de células positivas para RE es de 15 % . Por encima del el 50 % de células posi-

tivas para CEA el nivel de células positivas para RE tiende a aumentar en una
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progresion mayor, e incluso se observa un descenso &n 1os valores de CEA. La

significacion de estos resultados serd analizada en 1a Discusion.

Tabla 3. _felermingcion 08 receplores £S1rogenicos por auloriradiogratia. Se determing
el porceniqie e céluias con marca en &1 micies luege de una incubacion con JH-£q.. £ste

V@IOr SE& COMpPRrs con olros pardmelros (RE totales, TL1, CEA ) oblenidos como s5& des-
cribe en Melodps.

RE RE CEA CEA+ RE+ TLI
{fmoles/mg (¥ de cé'ulas (% de células (¥ decélulas) (% de células
proteinag) marcadas ) positivas) marcadas )

tumores
RE ?7,209 (18,0 15,1 (18} 34,9 (18} 73,2017 0,94 (14)
positivos 10-187%¢ 0,1-67 0, 1-81 30-100 3,43-1,98
tumores
RE 1.8 (5) 1,5 (5) 9,6 (5) 1,59 (3)
negativos 0-9 0-6 1-24 0,84-2,01

Q7 promedio § bl mimers de casos estudiadosi ¢ rangs de valores

100
™
.
°
- °
O sof [ ]
Qs
© o
2 K
< °
w
(&)
Q.

gE (%cel) “0 o0

Figura 13. forrelacion enire ig expresion de £EA v ia de RE por aulorradiogra-
Zia. La oblencion de CEA 1y de RE s& realizo comeo s& describe en MELodos.
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En 1a figura 14 podemos ver que existe una correlacion semilogaritmica

entre el TLI y el porcentaje de células positivas para RE, bastante similar a la

observada cuando se comparo el TLI con el contenido total de RE.

TLI (% cel)

-
L

L

RE (% cel)

Figura 14. forrelacicn entre el 7Ll v la delerminacion de RE por aulorradiogra-

7ig.

Al comparar la posible utilidad de 1a técnica de determinacion de RE por

autorradiografia con la que comunmente se utiliza para determinar el contenido

total de RE se vid que de los tumores considerados RE+ por medio del ensayo bio-

quimico, todos menos uno dieron porcentajes de células RE+ por encima del 1%.

El unico caso que no coincidi6 fué un tumor de células pequenas muy homoge-

neas, con expresion casi negativa para CEA, a pesar de pertenecer morfologica-

mente al tipo de tumores que suelen expresar CEA en forma abundante. Con res-

pecto a las tumores RE negativos par el ensayo con OCC, todos poseian valores

por debajo de 0.8% de células positivas, con excepcion de un caso donde se ob-

servo un 6% de células positivas.
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III. Separacion de subpoblaciones celulares en cdncer de mama humano

Los resultados previos obtenidos en cortes histoldgicos de tumores prima-
rios indicaron la existencia de una gran heterogeneidad celular en 1o que se refiere
a la expresion de marcadores de diferenciacion como CEA vy RE por un lado y a la de
células en activa proliferacion por otro. Por otra parte mientras las evidencias
indicaban que 1as células en fase S no expresaban CEA, 1a relacidn entre 1a expre-
aion de CEA y RE no era directa, habiéndose constatado 1a presencia de células que
expresaban un solo marcador o que expresaban ambos simultaneamente. DBebido al
tipo de técnicas utilizadas, no era posible determinar con certeza si las células
proliferantes podian poseer receptores estrogénicos. Para intentar una respues-
ta, se decidid estudiar si era factible separar los diferentes tipos de células que
componen 1os tumores por medio de gradientes isopicnicos.

La eleccion de los tumores para realizar estos experimentos se realizd en
funcion de su peso libre de material no tumoral,como se describe en Materiales y
Métodos. En la tabla 4 se describen los datos clinicos de 1os pacientes incorpora-
dos al estudio. Se puede observar que el estadio predominante es II, pero 1a edad,
grado de diferenciacion y tipo histoldgico son variables, por 1o que podemos decir
que se trataria de un grupo de tumores representativo. La determinacion del con-
tenido total de CEA, TLI v RE confirma que se trata de un grupo de tumores hetero-
géneo. Como mencioné previamente cada uno de 1os tumores que se detalian en la
tabla fue disgregado y tratado siguiendo 1os pasos que se detallan en la secion Mé-
todos. La variacion en el numero de células obtenidas es resultado tanto de 1a ma-
sa tumoral como de su celularidad, habiéndose obtenido entre 4,4 y 17,4 x 106 cé-

lulas por tumor, con viabilidades que fueron del 70 % al 98 %; como era lagico es
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perar las mayores viabilidades se encontraron en los tumores mas pequenios. El
numero de células obtenidas (1.1, x 108 - 3.1 x 108 células por gramo de tejido)
fue bastante similar al que se obtuvo permitiendo disociaciones espontdneas o u-
sando disociaciones mecdnicas para disgregar el tejido mamario (42,220). En un
principio se realizaron intentos para aumentar el nimero de células obtenidas, es-
pecialmente mediante la disociacion mecanica del tumor y 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 nimero de células obteni-
das pero con una viabilidad inferior al 20 %; por ello es que decidimos utilizar sola~

mente disociacion enzimatica como se describe en Métodos.

IIl.a. Subpoblaciones celulares en gradientes isopicnicos: validacion de la

metodologia utilizada

Un trabajo previo sugeria que l10s gradientes discontinuos de isodensidad
podian crear separaciones artificiales, como producto de bandas formadas en for-
ma alterada durante 1a centrifugacion (205). Por ello decidimos realizar una se-
rie de experimentos previos al uso de 1as células aisladas de 1os tumores. Con es-
te objetivo 5 x 106 células aisladas de la linea celular de carcinoma mamario T-47D
fueron suspendidas en PBS y sembradas en un gradiente de seroalbumina como se
observa en la figura 15. Al término de 1a centrifugacion se separo el gradiente, se
recogid 1a fraccion que poseia 1a mayor cantidad de células (fraccion 6) vy se sem-
bré en un nuevo gradiente similar al anterior. Como podemos ver, la fraccién de
células aparece en 1a misma banda, sugiriendo que la localizacion de las celulas
en una banda determinada no es un artificio sino producto de la relacion entre su

propia densidad v ta del medio.
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Esto fue confirmado con un nuevo experimento donde también se utitizaron
células T-470. Las células fueron sembradas en dos gradientes de seroalbumina,

con la diferencia de que en uno de ellos, se modificaron 1oz rangos de densidades.

()]

Je puede ver que 1as = =2 hgr distibuide 2o ambos gradientes segun sus den-

3idades v no segun el nurmero de fraccion (Fig. 16

Otro de o3 parametros que debian ser analizados era 1o posibiiidad de un

artefacto producido por 2! naso de comcentracidn de 1a muestra orevio a 13 ziembra

en el gradiente de seraqibining, Caorn




87

das en PBS y sembradas en el gradiente o fueron previamente concentradas en un
filtro Millipore como se describio en 1os Métodos vy luego sembradas en el gradiente
de BSA. Como se puede observar en la figura 17, el paso previo de concentracion
no afectd la densidad en 1a cual ambas lineas celulares fueron recuperadas. Du-
rante este tipo de experimentos pudimos observar que se recuperan alrededor del
95 7. de 1as célul.us que 3e siembran en el gradiente. Luego de la concentracion ese
humero se reduce al 75-80 % por lo que durante este paso se pierden entreel 154y
20 % de las células. Estos datos coinciden con la recuperacion de alrededor del
65% al 70 ¥ obtenida de 1os tumores, debido a que en estos ultimos existen otros
pasos previos ademas de 1a concentracion por vacio.

Se estudid ademas el tiempo de centrifugacion suficiente para que las célu-
las ltegaran a isodensidad en el gradiente de albumina. Se observd que tanto célu-
las T-470 como células del paciente 1 centrifugadas durante 30 y 45 minutos no tu-
vieron cambios en su distribucién a 1o Targo del gradiente (datos no mostrados).
Asimismo se compard la distribucion de células T-470 en un gradiente de BSA, con
la distribucidn en un gradiente preformado de Percoll, que posee una viscosidad
mucho menor que la albuminag y permitiria tedricamente una mayor movilidad celu-
lar a 1o largo del gradiente durante un tiempo similar de centrifugacion. Los re-
sultados indican gque no hubo ninguna diferencia siendo recuperadas 1as células a

densidades similares en ambos gradientes (datos no mostrados).




CELULAS(%)

FRACCION

Figura 17. Jistribucion de células T47-0 v M -60 en gradientes de 2lbumiings €16c=
1o ge lg concenitracion. CElulas T47-0 (A ) G HL -840 (8. fueron resusoendidas en un

el V' SRmMbradas on wun Gradiente ae 54 (8—8) o en Iml, conceniradas a través de
7iiros v sembradas en ur gradiente (0-]).

Otro pasc previo a 1a separacion de 10s tumores primarios por gradientes
de densidad consistid en determinar si 1as variaciones en las densidades celulares

pueden ser atribuidas al estado proliferativo de 1a poblacion celular. Para ello se
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determind el perfil de densidad de 1a linea T-47D durante la fase estacionaria y du-
rante la fase logaritmica. Pudimos observar que ei patron de separacién de las
células por densidad es muy similar en ambas situaciones. Asimismo la medicion
del TLI confirmo 1a fase de crecimiento, ya que éste fue del 42% en fase logaritmi-
ca y del 3,4% en fase estacionaria, confirmando que a pesar de que 1as células en

fase estacionaria han quedado detenidas en su gran mayoria en Gg - Gy ¥ no se divi-

den, no han modificado su densidad, al menos dentro de 1a sensibilidad del método.

III.D. Separacidn de los turmores primarios

Luego de que las células aisladas de los diferentes tumores fueran centri-
fugadas en los gradientes de albumina, se determinaron los diferentes marcadores
en todas las fracciones como se describid en Métodos. La metodologia empleada
incluyd la centrifugacion de las células en 108 gradientes, seguido de 1a inclusion vy
el corte por microtomo de los precipitndos celulares. Debido a que estos precipi-
tados no son uniformes y podria existir una distribucion desigual de las células de
acuerdo a su tamafo (205 ), pusimos especial cuidado en obtener cortes represen-

tativos de todo el precipitado celular.

IIl.c. Relacidn entre densidad y superficie nuclear

La figura 18 ejemplifica la relacion 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 1a densidad aumenta, la
superficie nuclear de las células disminuye progresivamente. Las cuatro fraccio-
nes de mayor densidad poseen células con superficies hucleares que sonh la mitad
de las que se observaron en las células de menor densidad. Luego de teiir 1as cé-

lulas con eosina pudimos observar que 1as células grandes de baja densidad, po-
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seian en general citoplasmas altamente vacuolados, un fendmeno que no pudo ser

observade en celulas con densidades intermedias v alias.
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II1.d. Expresion de CEA - RE y TLI| en suspensiones celulares

En las figuras 19 y 20 se observa 1a expresion de los diferentes marcado-
res en los pacientes 1,3 ¥ 5. En estos tres casos no se pudo medir 1a incorpora-
cion de 3 H-E, debido al bajo ndmero de células obtenidas luego del tratamiento en-
zimatico. En general se puede decir que 1a dispersion de células a 1o largo de los
gradientes fue muy heterogénea, muy diferente a 1o que habiamos visto en lineas
celulares en cultivo. Esta heterogeneidad también se observa en 1a expresion de
los diferentes marcadores, aunque se vislumbra que 1a expresion de éstos se halla
circunscripta a determinadas zonas del gradiente.

Estos datos fueron confirmados cuando 1os tumores fueron también incuba-
dos en presencia de 3H-E2 {casos 2,4,6 vy 10, figuras 21 v22) va que se pudo ver
que las células que poseen receptores no se encuentran dispersas a 1o largo de to-
do el gradiente sino que se localizan en una parte del mismo. Por ultimo las figu-
ras 23, 24 y 25 muestan también la presencia de otros tres tumores en l1os cudles
se midié 1a expresion de diversos pardmetros tanto en el primario, asi como en
una metdstasis ganglionar.

Resultan muy evidentes las diferencias entre cada paciente, empezando por
las variaciones en el porcentaje de células en cada una de 1as fracciones. Sin em-
bargo ¥ con el objeto de facilitar el desarrollo de 103 resultados se decidid hacer
un promedio con los datos mas importantes que permitiera un analisis mds gene-

ral, para luego hacer mayor hincapié en 1o especifico de cada tumar.

S e o o o e
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Los resultados completos de 1os diez pacientes cuyos tumores primarios
fueron analizados se encuentran en la tabla 5. Para cada fraccion se muestra su
densidad y 1a media * 1a desviacion estandard (D.S). En lo que respecta al TLI,CEA
¥ RE, 108 resultados se expresan en las dos formas en que fueron presentados los
histogramas, es decir: como porcentaje de células positivas por cada fraccion (%
por fraccion} y como porcentaje de células positivas del total de 1a poblacidn de
células positivas (% del total). De los resultados es posible ver que existe una
considerable variabilidad entre 1o0s diferentes pacientes, 10 que se vio reflejado en
las altas D.5. Asimismo 1a figura 26 A-D muestra el promedio obtenido para los
parametros mas importantes: distribucion celular a lo largo del gradiente, indice
de marcacion con timidina (% del total ), expresion de CEA (7 del total ) v presencia
de RE (% del total).

A pesar de gue se encontraron variaciones entre los diferentes tumores,
no caben dudas de que 1a mayor parte de las células que incorporaron JH-tim estu-
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 figura26B). Como se puede obser-
var en }os diferentes casos estudiados, el grupo de células que fue positivo para la
tinciér; con pironina, resultd tener una distribucidn en el gradiente similar a 1a de
las células que incorporan 3 H-tim. En 1o que respecta a 10s marcadores de dife-
renciacion celular, en el panel C de la figura 26 vy en la tabla 5 se muestra el pro-
medio de la distribucidn de CEA intracitoplasmatico a 1o largo del gradiente. A pe-
sar de que se observd una gran variacion en el porcentaje de células que expresan
CEA al comparar 1as fracciones de 103 diferentes tumores (1a variacion es mayor
que 1a del TLI, posiblemente por 1as diferencias en el contenido total de CEA entre
cada tumor ) {tabla 4) se encontroé que la mayor frecuencia de células positivas pa-

ra CEA estaba localizada en las fracciones de baja y alta densidad. A pesar de que
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lulas positivas para RE es un promedio de 1os tumeores 2,4,7,3,9,yv 10.

€
a3 promedio * desvio standard (% del total de células).

o

101



102

existe una superposicidn en las fracciones de densidad intermedia entre 1as células
que incorporan 3H-tim y las que expresan CEA {comparar 10s paneles B y C, figura
26 y 1os respectivos casos individuales ) no se observd ninguna célula que haya in-
corporado 3H-tim en su DNA y que expresara simuitaneamente CEA intracitoplasma-
tico. Es de hacer notar que en todos los casos, el porcen"(uje de células positivas
para CEA en cada fraccidn fue siempre mayor que el de las que fueron marcadas
con JH-tim {tabla 5). Ademas es importante mencionar que 1as fracciones 9a 12
concentran alrededor del 47 % de 1as células CEA positivas, mientras que las frac-
ciones | a 4 de baja densidad, solo el 27 %.

En 1o que respecta a 1a deteccion de RE, 1a mayor parte de las células po-
sitivas estan localizadas en 1a zona de alta densidad (fig. 260 ); sin embargo célu-
las grandes de baja densidad expresan alrededor del 15% del total de RE (tabla 5 )
1a ligera superposicion que se observa entre el TLI y 1a expresion de RE resulta ser
insignhificante o nula en cada tumor en forma individual. Como se puede ver, no se
incluyd el caso 6 {figura 22) debido a que el contenido total de RE era negativo {ta-
bla 4), io que fue efectivamente confirtmado ya que en el gradiente realizado con
este tumor se encontro solo un Z % de células positivas para RE en las fracciones 9
y 10,

La figura 27 muestra dos fracciones de células obtenidas de un tumor incu-
bado con 3H-E2 y cuyas células fueron separadas por gradientes de albumina. La
parte inferior muestra la fraccion 1 del gradiente de albamina, que evidentemente
no posee células que contengan RE, ya que 1a marca nuclear en presencia de 3 H-Ea
30l0, no difiere de la que se obtuvo incubando en presencia de 3H‘E2 ¥ Uuh exceso

de DES. En la parte superior del grdfico podemos ver que las células de la frac-

cidn 10 del mismo tumor incorporan JH-E, en niveles mucho mds importantes.

Ademas se nota claramente el desplazamiento hacia un menor numero de granos

por nucleo, cuando se incubd en presencia de 3H'E2 y exceszo de DES. Este despla-

zamiento indica que el 3 H-E, ha sido incorporado en forma especifica.
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Un estudio en detalie de 1a expresion de ambos marcadores demostrod que
mientras en las fracciones de baja y alta densidad, las células podian no expresar
ningun marcador o solo uno de ellos, una proporcion (que fue diferente en cada tu-
mor ) de 1as células de alta densidad expresd simultaneamente CEA intracitoplas-
matico y RE (po'r ejemplo: en el caso 4,el 45 ¥ de las células RE positivas fueron
también CEA positivas ).

En la figura 28 se ven microfotografias de células reprentativas de las
fracciones 7 y 4 que han sido incubadas en presencia de 3H-tim y tefiidas para CEA
como se describio en los Métodos. Las células de 1a fraccion 7 poseen sus nucleos
fuertemente marcados con JH-tim, su citoplasma es escaso y no expresan CEA.
Las células de la fraccidn 4 poseen un aspecto heterogéneo, en algunas el citoplas—
ma es abundante y contiene CEA. No se observd incorporacion de JH-tim en el DNA

en ninguna de ellas. En la misma figura se pueden ver célutas de la fraccion 10

que fueron marcadas con 13 H-E; v tefiidas para CEA. La mayor parte de 1a marca

especifica de 3 H-Ea se encuentra localizada en e! ndcleo, aunque 3g observa algo

de marca en el citoplasma. Las células estan ordenadas en dicha figura en la for-

ma en que pensamos ocurre 1a diferenciacion celular.

IIl.e. Estudios sobre ganglios metastdsicos

En las figuras 23, 24 y 25 se puede ver la dispersion de células a lo largo
de un gradiente de seroalbumina y 1a expresion de CEA e incorporacion de 3H-tim de

dichas células en cada uno de 10s gradientes de tres ganglios conteniendo metasta-

sis.
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En estas tres metdstasis es posible observar que la variabilidad en la dis-
tribucién celular a 1o largo del gradiente no es tan grande como en 103 tumores
primarios. En los tres casos 1as células tienden a concentrarse en 1a mitad del
gradiente y practicamente no se observan células de bajas o altas densidades. Es
interesante resaltar que este patrén de distribucidn se asemeja bastante al que se

observo con 1as lineas celulares en cultivo.




Todas las células que incorporaron 3H-tim se ubicaron en 1a mitad del gra-
diente en las mismas densidades que se habian observado en los tumores primarios
{como se observa en las figuras respectivas). Comparando con las fracciones del
primario, se nota un aumento de 2 a 3 veces en el porcentaje de células que incor-
poran 3H-tim.

En 1o que respecta a 1a expresion de CEA, se observa en lineas generales
que decayd en forma muy importante en 10s 3 casos. La desaparicién de 1a subpo-
blacion de células de altas y bajas densidades produce un desplazamiento de tal
manera que el pequeho porcentaje de células que expresa CEA se encuentra casi
totalmente superpuesto con aquellas que incorporaron 3H-tim. Es de hacer notar
sin embargo, que a pesar de esta superposicion, no se observo ninguna célula con
3H-tim y expresion simultdnea de CEA.

En general 10s tamafos de 10s nicleos celulares que componen 1as metds-
tasis fueron mas grandes que los de 103 primarios pero a la vez mas homogéneos
(datos no mostrados).

Los resultados obtenidos utilizando suspensiones celulares a partir de
cancer de mama humano permiten extraer las siguientes conclusiones parciales:

* la distribucion de células en un gradiente de isodensidad es muy heterogénea.
* ]a subpoblacion celular que expresa en mayor proporcion marcadores de dife-
renciacion {CEA,RE) esta compuesta por células pequenas y de alta densidad; sin
embargo un porcentaje de células grandes y baja densidad también expresa RE 6
CEA.

* por otra parte 1as células proliferantes se encuentran dentro de una subpobla-

cion de células de tamano y densidad intermedia.
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IV. Efecto estrogénico sobre la proliferacién tumoral

IV.a. Induccidn proliferativa 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 proliferacion 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
cudies también expresaba CEA y en menor medida a un segmento de células de
mayor tamano vy baja densidad.

Debido a que estudios previos realizados especialmente sobre lineas celu-
lares demostraron el efecto mitogénico del estradiol surgio inmediatamente la
pregunta si 1a ausencia de RE en células proliferantes estaria indicando que 10s es-
trogenos no poseen efectos mitogénicos en el cancer de mama humano.

Debido a 1a importancia de este tema, no solo desde el punto de vista del
andlisis de 108 mecanismos de proliferacion tumoral sino también desde el tera-
péutico, decidimos intentar el estudio de l1os efectos estrogénicos en nuestro
sistema. Diversos trabajos habian demostrado que concentraciones fisioldgicas de
estradiol inducirian el “reclutamiento” de células en Gg / G4 y su entrada en ciclo.
E1 tiempo de entrada de estas células a fase S fue calculado en alrededor de 9-11
horas en la linea celular de cancer de mama MCF? (207 ). Por lo tanto decidimos
incubar tumores primarios de cancer de mama durante 18 horas en presencia de
diferentes concentraciones de estradiol.

En 1as tablas 6 y 7 se presentan los datos de todos 1os tumores incubados
durante 18 horas. Los tumores fueron divididos en aquellos con valores positivos
de RE (tabla 6) vy el resto con valores negativos (tabla 7).

En 6 casos no se consiguio determinar el contenido total de RE por diversos
motivos (escaso material remitido, fragmento no tumoral, etc. ). Como se obser-
va, no en todos los casos pudimos realizar todas las determinaciones debido a la

insuficiencia del material recibido.
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La clasificacion histoldlgica de 1os tumores fue 1a siguiente: 18 fueron tu-
mores ductales, 7 NOS, 4 lobulillares y 1 tubular. Veintidds tumores fueron grada-
dos como bien diferenciados, 15 de los cudles correspondieron a l1os tumores RE
positivos. Siete tumores fueron gradados como moderadamente diferenciados, 4 de
ellos correspondientes a los RE positivos, mientras que solo un tumor fue conside-
rado indiferenciado, siendo RE negativo. Usando un valor limite de 10 f moles/mg
de proteina, 19/30 pacientes fueron RE positivos (63%). En las tablas 6 y 7 se
puede observar el TLI de 1os diferentes tumores. Los tumores RE positivos tuvieron
un TLI de 0,71+ 1,19 {promedio +D.S. ) siendo el rango 0,2%-5,4 %. Por otra
parte los tumores RE negativos tuvieron un TLI promedio de 1,4 * 1,47 (rango
0,2%,-4,3 %) no observandose diferencias estadisticamente significativas entre
ambos grupos {p>0,1).

Luego de una incubacidén en presencia de diferentes concentraciones de Ej
pudimos obiservar un incremento significativo {(mayor de 30%) en el indice de cap-
tacién de timidina {(TL|1) en 1a mayoria de 10s pacientes (20/30); en el caso de los
tumores RE+, el incremento se produjo en 14/19 tumores con aumentos del orden
de > 0,3 hasta 7,5 veces mas que en el control.

Con respecto a 1os tumores RE negativos, E; tuvo efecto mitogénico en 6/11
(55 %) con incrementos de >0, 3 hasta 15,7 veces mas que en el control. Ademas

se observd que la concentracion a 1a cual se produce el efecto fue indistintamente

10°8M ¢ 10" M de Ea . Solo en dos casos (11 y 19, tabla 6) se produjo un significa-

tivo incremento a una concentracién de 10°7 M de E>. Los datos obtenidos indican

que no existe correlacidn entre el efecto proliferativo del estradiol y el contenido
total de receptores estrogénicos (figuras 29 y 30).

Con el objeto de realizar un estudio global comparativo, en 1a figura 31 se
muestra el efecto promedio de las diferentes concentraciones de estradiol sobre la

proliferacién celular. Se observa gue en aquellos positivos para RE, el mayor e-

fecto mitogénico se produjo a una concentracién de 10°8 M de E, . Cabe sefialar que

107 M de E; produjo un aumento promedio de alrededor del SO % aunque este valor
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Tabla 6. £fecio esirogénico v gniiesirogenico sobre g proliferacion del céncer de
mama humano. [os lumores fueron incubados come 5& gescribe en la seccicn
Mélodos. £n esia labla se muesiran los tumores con conlenido positive de receplores
esirogénicos (MO fmolessmg de proleina.l.

T.L.1
Caso Basal [Ey ] 10-9M E, 10°9M E,

s 10-9 10°9 1077 +DES +NAF +TAM +0ES +NAF +TAM

Iincremento (n veces)

1 5.4 0.8 1.2 0.81 1.2 - - - - -

2 1.5 1.5 3.0 1.3 - - - - - -

3 0.5 1.6 7.8 0.8 1.0 - - - - -

4 0.3 3.8 1.6 0.8 1.6 - - - - -

5 0.2 3.8 - - 1.2 - - - - -

6 0.2 5.6 - - - - - - - -
7 1.0 0.9 1.5 0.8 1.0 = = - - =

] 0.7 0.7 0.9 1.0 1.2 - - 0.9 -

9 0.2 1.1 2.8 0.6 1.1 1.2 0.8 2.4 0.6 1.1
10 0.25 1.0 4.3 - 1.0 - - 1.0 - -
1R 0.2 3.7 2.2 1.4 1.6 - - 2.2 - -
12 0.2 5.1 7.5 1.5 3.2 0.9 1.7 5.5 6.0 1.7
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 1.0 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 - - -
17 0.3 1.2 1.5 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 1.7 1.4 1.4 2.3 1.4 1.4
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Tabla 7. !
e humang. Los umores tueron incubados comeo 56 describe en 1a secciohn Melo -
aos. En esla labla se muesiran 1os lumores con valores negalivos de RE.

T.L.L.
Caso Basal [Ey] 1072 M E, 10°9M E,

z 1079 10°@ 107 +DES +NAF +TAM +DES +NAF +TAM

Incremento {(n veces)

1 0,4 3,2 - - 1,5 - - - - -
2 0,4 1,1 2,4 0,8 1,1 - - - - -
3 4,3 1,0 1,2 0,9 0,9 - - - - -
4 1,3 0,8 0,9 1,2 - - - - - -
5 3,6 0,7 0,5 - 0,5 0,4 - 0,5 1,0 -
6 2,2 2,2 1,1 0,9 1,8 0,8 0,9 - - -
7 0,6 1,9 15,7 - 1,2 - - - - -
8 0,3 10,0 3,3 - 2,0 - - 3,7 - -
9 0,3 1,2 1,2 - 1,2 - - 1,0 - -
10 0,2 1,0 0,8 1,1 0,9 1,0 1,0 1,1 1,0 -
1 2,4 2,5 5,0 - 1,5 0,8 1,0 3,4 1,5 1,2
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aumento en la proliferacion tumoral producido por 10°8 My 10-9 M de E3 fue practi-
camente similar (fig. 33). Sin embargo en tumores RE negativos, mientras que el
incremento en el TLI en presencia de 1073 M E, fue de alrededor de 4 veces, este se
incrementé hasta 6,6 veces en presencia de 108 M de Es, duplicando €l aumento

producido por s‘imilar concentracion de E; en tumores positivos para RE (fig. 33).

“"Cambios en el TLI con respecto
al control ( n-veces)
[ ]

RE ( fmoles / mg proteina )

Figura 30. /ncremenio en el 7Ll por efeclo estrogenico vs contenido total de RE.
Ver figura 29. 5e gratficaron 1os lumores incubados en presencia de 108 M E >
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Figura 29. /ncremenito en €1 TL1 por efeclo esirogenico vs contenide lotal de RE.
€ graricaron 10005 105 Wimores KE positives incibados en presencia d¢ 1078 Eo.
El InCremento S& eXpresa en unidaaes aroilrarias con respeclo al contre!.
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s e) resultado del efecto producido en 1os casos 11 y 19,

La figura 32 rmuestra que los estrigencs también poseen un efecto de in-

duccion proliferativg en Caroingrmas orimorios 32 marma 88 negotivas, Este efects
que en principio podris 28r neatootie serd SrottzoIl ZurInte TI Tacusibn, 61
mayor efecto se observo tamb-er 5 .r2 JI0{erroiiiT I8 T UTT M crrercrge D e DT

M de E; no posee ningun efecis.

La particularidad de 1o dotss preveg~er s 5727722208 7.8 TU8 12 om0t
en consideracion todos 1ns tumores estudincss, S- -2 21 72212177 vl miE
remitimos solo a aquellos casos donde e DroZuer s S,7mentls e T 12 2tEl-
to estrogénico. Corno podemos ver en lq serie de @ ro-2: to:3°°.0: 237253, =
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IV.b. Efecto de agonistas y antagonistas estrogénicos

Cuando analizamos los efectos inhibitorios producidos por agonistas o an-

tagonistas estrogénicos en tumores RE positivos observamos que 1a mayor inhibi-

cidn en presencio de 1079 M de E; se obtuvo con el agregado de un exceso de nafoxi-

dina que inhibid casi totalmente el efecto proliferativo inducido por Ea. La inhibi-

cion en presencia de tamoxifeno fue de alrededor del 85 % y se redujo al 6% Z en

presencia de DES (Fig. 34). Esta situacion se revirtid parciaimente cuando se ana-

lizo el efecto de los inhibidores en presencio de 1078 M de Ez ; tamoxifeno produjo

E e T B
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Figura 34. ffecio de DES, HAF v TAM sobre £] efecio proliferalive inducido por £

Lo datos corresponden a lumores RE posilives incubades en presencia de 1677 M
£ExD) efecio de £ 50l0; B) Fo ¢ inkibidor: OFS (n=8 casos ), MAF y T4M (n=3.).
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una inhibicidn de casi el 100 %, mientras que nafoxiding inhibid solo en alrededor de
un 60 %. El agregado de DES produjo 1a menor inhibicion que fue de alrededor del

45% (figura 35).
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Figura 35. £fecio de JE5, HAF v T4 sobre £ £fecio proliferalive inducido por £ 2

Los dalos corresponden @ tumores RE + incubades en presencia ge 1078 M £x0)
efecio de Fps0lol B) £p ¢ inhibidor: DES (n=6), NAF y T4 (n=9.1.

Estos datos fueron también analizados en los tumores RE negativos (figura
36). A una concentracién de 109 M de E; , nafoxidina y tamoxifeno inhibieron to-
talmente el efecto estrogénico con 1a salvedad de que estos datos corresponden
solo a dos cosos. El agregado de DES produjo una inhibicion de casi un 80 %. Mere-

ce destacarse asimismo que un exceso de DES no produjo practicamente ningun e-
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fecto inhibitorio sobre la actividad mitogénica de 10°8 M de E;, Los datos acerca

de 1a inhibicién producida por nafoxiding y tamoxifeno coresponden a un solo pa-

ciente y se puede ohservar que ambos antiestrdgenos inhibieron casi totalmente el

efecto producido por 1078 M de E; {(caso 11, tabla 7).

N
T

ESb

al control ( n-veces)

(@]

TAM

Cambios en el TLI con respecto

i == NAF

V7222222727222 7 722/

Figura 36. £/ecio de JES, AAF v TAM sobre £ efecio proliferalive mngucido por £
Los dalos corresponden a Wumores RE negalives. UE5 a, 16-F M Ex(n=9 X DES b, 1679
MEs (n=51 NAF » TAM, 1077 M Foin=20.
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IV.c. Correlacion entre el nivel basal de TL| vy el incremento en el TL| por efecto

estrogénico

Con el objeto de determinar si 1a variacion en el TLI producida por el es-
tradiol posee alguna relacion con el nivel basal de TLI, ambos parametros fueron
comparados entre si. Los resultados obtenidos muestran que existe una correla-

cidn inversa entre el aumento en el TLI por la induccion estrogénica y el nivel basal

de TLI . Esta correlacion inversa se evidencia tanto a 10-M de E; (fig. 37) como a
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Figura 37. /lncremenio en €l TL1 por efecto estrogénice vs TLi basal. Se grafica-
ron los dalos de 10dos 168 lumores incubados en presencia de 1079 M Eo_ £1 incre-

mento esid graficado en unidades arbitrarias con respecto al conirol. @) lumores
RE*: &4 RE-.
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10-8 M de E; {fig. 38), parece ocurrir en forma independiente de 1a presencia de
RE, siendo sin embargo mas notable en aguellos tumores considerados RE negati-
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Figura 38. /ncremento en ! 7Ll por efecto esirogénico vs 7Ll basal. Lorresponde
@ los datos de lodos los lumores incubados en presencia de 1076 M Ep. Fara mds

delalles ver ligura 37,
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IV.d. Efecto estrogénico y expresion de ras p-21 y CEA

Con el objeto de analizar con mayores detalles las caracteristicas celula-
res de los tumores que fueron inducidos a una mayor proliferacion por Ea, cortes
histoldgicos fueron analizados para 1a expresion de ras p-21 y CEA. El andlisis
morfoldgico in situ demostro que las células "reclutadas” de la quiescencia por el
E, se asemejan a las que se encuentran normalmente ciclando en el momento de la
excision quirurgica, es decir células de tamano intermedio o grande, relacién nu-
cleo/citoplasma elevada y sin expresion de CEA. Por otro lado observamos que
gran parte de las células reclutadas expresaron ras p-21. El andlisis global de 1a
expresion de ambos marcadores se ve en 1a tabla 8; 103 tumores RE positivos ex-
presan ras p-21 en menor proporcion que 108 RE negativos (67% contra 82%). A pe-
sar de que es también menor el porcentaje promedio de células ras-p21 positivas
en los tumores RE positivos, este dato no es estadisticamente significativo. Cuando
los tumores RE positivos fueron discriminados entre aquellos que respondieron al
E, vy 1os que no 1o hicieron, el porcentaje promedio de células ras p-21 positivas
resulto ser 3 veces menor en 103 tumores respondedores, siendo este dato esta-
disticamente significativo (p< 0,05). No se observaron diferencias cuando se ana-
1iz6 el nivel de ras p-21 en tumores RE negativos respondedores vy no respondedo-
res. Un dato que cabe mencionar fue que el nivel de ras p-21 en los tumores RE
positivos no respondedores fue similar al de 1os tumores RE negativos (33,5 +
33,7% contra 39+£33,6%).

La expresion de CEA es mayor en tumores RE positivos que en los RE negati-
vos, tanto en lo que respecta al porcentaje de tumores positivos como en el pro-

medio de células CEA positivas. No se observaron diferencias cuando 10s tumores

fueron discriminados en respondedores y no respondedores a E; (tabla 8).
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Tabla 8. £lecio £5irogenico v expresion de ras p-21 v £F4

Tumores RE positivos RE negativos
ras p-21
positivos 67%4 @ (12/18)b 82% (9/11)

% de células positivas
para ras p-21

a) todos los tumores 17+ 25%¢ (18) 39+33,67 (11)
b) tumores respondedo-

res aEa 10,6 £ 19,1% (13) 41+ 38,5% (5)
¢ ) tumores no responde-

dores a Ej 33,5+ 33,74 (5) 37,3+ 32,57 (6)
CEA positivos 847 (16/19) 367 (4/11)
X de células positivas

para CEA
a)todos 1o0s tumores 29,9+ 27,74 (19) 19,4+ 26% (11)

b) tumores responde-
dores a E; 29,7+ 27,2% {11) 16,82 24,4% (6)

¢ ) tumores no responde-
dores a Ea 30,2+ 29,2%(5) 22,5+ 27,4% (5)

a: porcentaie de tumores: bl numero ge tumoress ol promedio £ 4. 5.

V. Caracterizacion de células transicionales en tumores primarios

Como pudimos determinar al comienzo de estos estudios, el nOmero de cé-
lulas positivas para CEA se encuentra inversamente relacionado con el indice de
proliferacion tumoral. Asimismo demostramos una correlacion similar entre la

presencia de RE ¥ el valor de TLI. Uno de 10s datos mas interesantes que habiamos
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podido observar era que mientras que CEA y RE pueden ser expresados simultanea-
mente, no se observo ninguna célula que tuviera marcado su nicleo y que expresa-
ra CEA luego de una incubacién durante 4 horas en presencia de 3H-tim. Sin embar-
go durante el estudio del efecto estrogénico sobre la proliferacion del cancer de
mama, pudimos observar en 1os controles de ciertos tumores imagenes de células
con precipitado de plata como resultado de la incorporacién de 3H-tim y que expre-
saban CEA en forma simultanea.

Dado 1o interesante del hallazgo por la posibilidad de que éstas fueran cé-
lulas en transicion hacia la diferenciacion, decidimos ampliar estos estudios. Se
estudiaron 35 tumores, 29 de los cudles poseian procentajes variables de células
con expresion positiva de CEA v solo en 6 no se observaron células positivas para
CEA. En 23 de 1os 29 tumores positivos, pudimos observar que l1as células en fase
S 0 en mitosis no expresaron CEA. Sin embargo en 6 de 1o0s 29 tumores, un porcen-
taje variable de células en fase S del ciclo celular o en mitosis expreso CEA simul-
taneamente. En la tabla 9 se puede observar que el TLI de los tumores que poseen
células con marca en el nucleo y positividad para CEA es bastante variable. A pe-
sar de ser también muy variable el porcentaje de células con marca en el nucleo y
positivas para CEA en los diferentes tumores, existe un tendencia hacia niveles

mas elevados de este tipo de células con valores mas altos de TLI.

Tabla 9. forrelacion entre 1a sintesis de ONA v Ie expresion simullanea ge CEA.

Caso T.L.1. RE/RPg @ Células marcadas
pA {fmoles/mg Prot) CEA +(%) CEA -(%)
1 0,49 32/ND 11 89
2 0,71 ND 17 83
3 1,02 34728 36 64
4 2,20 6,3/ND 30 70
5 3,60 0/0 57 43
6 5,40 83/93 37 63

a.t RE~RFg= Receplores Fsirogénicos-Receplores de progesierona
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Morfologicamente estas células poseen tamahos intermedios y su disposi-
cion intratumoral dependid del tipo de tumor. En algunos tumores se las observo
dentro de nidos de células positivas para CEA, morfoldgicamente similares y sin

marca en el nucleo (figura 39 A y B). En otros tumores se las localizd formando

Figura 39. Microfologralias de lumores con  COrporacion de JH-1im ¥ expresion

ge £EA. Fara deialles 1ecnicos ver figura 8 y Melodos. Las flechas sefinian céluias

QUE INCOrporaron JH-1im v expresan CEA simuligneamenie. o, oumenic X' 1000: 5,
@urenlo X' 5607 ¢, aumenio X 499,
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grandes colgajos celulares, en asociacion con células de otro tipo. En el colgajo
que se muestra en la figura 39 C podemos observar en el extremo izquierdo de la
parte superior un grupo de células que no expresa CEA, parte de las cudles se
encuentran en activa sintesis de DNA; éstas estan separadas de la gran masa de
células que expresa CEA y cuyo tamafio es menor que el de 1as que no expresan.
Asimismo se puede observar una célula con marca y CEA positiva, en una posicion
muy cercana a las células en proliferacién que no expresan CEA.

Otro de los resultados interesantes que surgid de 1a incubacion de los tu-
mores durante 18 horas en presencia de 3H-tim fue 1a aparente falta de correlacion
observada al comparar los valores de TLI con 1a expresion de CEA o con el conteni-
do total de RE.

En la figura 40 se compard el indice de proliferacion tumoral con el conte-
nido total de RE en los diferentes tumores estudiados. Resulta dificil establecer
una correlacion entre ambos valores y solo se observa una tendencia por 1a cual
aquellos tumores con altos valores de TLI poseen bajos niveles de RE.

La figura 41 muestra gue no existe ningun tipo de correlacién cuando se
compararon los valores de TLI con 1os de CEA encontrandose tumores con altos
niveles de TLI que no poseen células positivas para CEA mientras otros contienen
mas de un 75 % de células positivas. Este dato se origina principalmente por la

deteccidon de células en fase S que como hemos visto expresan simultaneamente

CEA.

V1. Expresion de p—21 en tumores primarios de cancer de mama

Como hemos visto a 1o largo de este trabajo, existe una considerable hete-
rogeneidad celular en cdncer de mama humano dentro de la masa de células epite-
liales tumorales. Esta heterogeneidad se puso especialmente de manifiesto a tra-

vés de la expresion de marcadores de diferenciacion y el potencial proliferativo.
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Figura 40. Lorrelacion entre el 7Ll v &1 conlenidg de RE. £1 TLi corresponde a

lumores incubados dguranite 18 hs. Los RE se obluvieron por gesplazamienio con
GEE. Cada simbolo corresponde @ un cuso.

Uno de l1os oncogenes que ha sido asociado en mayor medida a tumores
sdlidos de origen epitelial ha sido el c-ras. En funcién de los resultados obteni-
dos en la primera parte de esta tesis decidimos realizar un estudio acerca de la
expresion del producto proteico del c-ras en cdncer de mama y su posible aso-

ciacién con alguna subpoblacion de las descriptas en forma precedente.
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Figura 41. Corre!acr:dh enire el TLi v ig expresion ge £EA. Fora detalles técni-
oS ver figura 90 » Mélodos.

Inicialmente se realizaron diversos estudios para la determinacién de p-
21 en diferentes condiciones. Cortes de tumores obtenidos por congelacion fija-
dos como se describid previamente, fueron incubados en presencia del anticuerpo
como se describe en 1a seccion Métodos. Para nuestra sorpresa no pudimos de-
tectar expresidn positiva en ninguno de 1os tumores probados. Sin embargo, se
detectd expresion positiva en cortes de tejido obtenidos de tumores fijodos con 4 %
de p-formaldehido e incluidos en parafina.

En 1as microfotografias de la figura 42 se puede observar la expresion de
p-21 en cortes de tejido, usando diluciones diferentes (concentracion original:
100 pg/mi1), del anticuerpo monocional Y13-259. EIl tipo de células que expresan
p-21 son las del epitelio maligno (figura 42,a,b). Ademds de la reduccidn en el
porcentaje de células positivas, se puede obervar también una reduccion en la in-

tensidad de 1a positividad. En la misma figura se observa la falta de positividad
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cuando se usaron cortes por congelacion (fig. 42 ¢ ), asi como cuando en los cor-
tes de parafina se sustituyo el anticuerpo anti p-21 por cualquiera de 1o0s mencio-

nados en la seccidn Métodos (fig. 42 d).
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Figura 42. fJelermingcion inmunohistoguimica ge ras p-21 con £l Ac M Fi3-758.
Cories hislologicos Ge lumores 48 mama fHeron rearcionados con 61 Ac ¥ come s¢
gescribe en Mélodos: A y £, Sugsmii B, lugimic 8, dc M de rala inespecifics usa-
go come control. d, 8 v T fueron 1578068 con p-iormalgehigor £, corle por conge-
lacicn.
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VYI1.a. Expresion de ras p-21 a diferentes concentraciones del anticuerpo ¥13-259

Debido a que estudios previos sugerian que la expresion aberrante del on-
cogene ras en tumores humanos solidos seria de orden cuantitativo ¥ no cualitati-
vo {por mutacion) decidimos evaluar la expresion de su producto proteico p-21 a
tres concentraciones diferentes del anticuerpo Y13-259.

Con el objeto de definir con mayor precision el significado bioldgico de la
expresion de p-21 en carcinomas primarios de mama se estudio dicho protonco-
gene en funcidn de otros parametros de proliferacion y diferenciacion. Se estu-
diaron 34 tumores de los cuales 21 (62%) expresaron ras p-21 a una dilucion de
1:20. Los resultados se muestran en la tabla 10. Como se puede ver, a medida
que decrece la concentracion del Ac M Y13-259 tanto el porcentaje de tumores

positivas como el niumero de tumores con alta expresion de ras p-21 disminuye.

Tabla 10. Expresion de ras p-21 e Caneer e mama uman.

Y13-259 Tumores positivos Distribucion de la positividad (n)
{(pg/mi) n 4 + 1+ 2+ 3+ 4+
5 21734 62 8 3 3 5 2
2 14/34 41 4 5 2 1 2
1 12/34 35 3 6 1 2 0

0= Enero de turmores

VI.b. Correlacidn entre las expresion de ras p-21 v la diferenciacién tumoral

Cuando se compararon estos dos parametros {tabla 11) se observé que la

expresién 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 Spug/ml fueron tumores
bien diferenciados (grado I ). De los tumores con expresién positiva de p-21,
8/21 tenian menos del 1% de células positivas, siendo 7 de estos 8, tumores dife-
renciades {grado I }. Por otra parte, de los 10 tumores con >257% de células po-
sitivas, solo 2 eran diferenciados.

En la tabla 11 se puede observar también, que a 2pg/m]l del anticuerpo 19
de los 20 tumores negativos son bien diferenciados. A esta dilucion, todos los

tumores con mas del 25 % de células p-21 positivas fueron semidiferenciados.

¥YI.c. Correlacion entre 1a expresion de p-21 v el contenido total de RE

El valor promedio de RE en 9 tumores negativos para p-21 fue de 44,0 ¢
62,0 fmoles/mg. de proteina, que no fue muy diferente del valor obtenido para
los tumores p-21 positivos que fue de 42,9 + 16,2fmoles/mg. proteina. El valor
promedio de RE descendid en 1os tumores positivos para p-21 a 32,2 + 36,7
fmoles/mg de proteina a una dilucion del anticuerpo de 1:100, sin diferencias es-
tadisticamente significativas. Tampoco se encontraron grandes diferencias cuan-
do se compard entre 1a presencia de p-21 y 1a de RE, ya que el 67 %4 de los tumo-
res p-21 negativos contienen RE, valor que no difiere del 65 % que se encontré
para los tumores p-21 positivos.

A pesar de que estos resultados estarian indicando que no existe corre-
lacion alguna entre ambos marcadores, merece destacarse el siguiente resultado
cuando se considerd solo 1os tumores positivos para p-21: 1a figura 43 muestra
que 5/6 tumores con mas del 50 % de células p-21 positivas poseen valores nega-
tivos de RE, siendo el promedio total 14,9 ¢ 33,5 fmoles/mg de proteina; por otra
parte solo 2/14 tumores con menos del 50 %4 de células positivas para ras p-21
son negativos para RE siendo el promedio total 55,0 + 46,6. Estos datos estarian
sugiriendo que aquellos tumores con alta expresion del ras, tendrian una tenden-

cia a ser RE negativos,
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Tabla 11. Correlacion entre 1a expresion de p-21 y la diferenciacion

tumoral

6rado de Diferenciacion

Concentracion | Expresion de
{(ug/mil) p-21 (a) [ Iy I
b c

-- 100 (13/13) 0{(0/13)
11 88 (7/8) 12 (1/8)
5 1+ 67 (2/3) 33 (1/3)
2+ 33 (1/3) 67 (2/3)
3+ 20 (1/5) 80 (4/5)
4+ 0 (0/2) 100 (2/2)
-- 95 {19/20) S (1/20)
it 67 (2/3) 33 (1/3)
1+ 50 (3/6) 50 (3/6)
2 2+ 0(0/2) 100 (2/2)
3+ 0(0/1) 100 (1/1)
4+ 0(0s2) 100 (2/2)
-- 90 (26/29) 10 (3729)
1% 33 (1/3) 67 (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+ N.C. N.C.

a. -) 0% de células positivas; 12) < 1% de células positivas;

1+) 1-25 %;2+) 26-50%;3+) 51-75%; 4+) 76-100 %

b. porcentaje; c. numero de tumores; N.C) ningin caso
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VI1.d. Correlacién entre 1a expresion de p-21 vy el indice de marcacion con

timidina {TL!).

En la figura 44 se encuentra graficada la relacion entre el estado prolife-
rativo de 1os diferentes tumores y el patron de expresion de p-21. Se puede ob-
servar un uument;a paulatino en el TLI a medida que gumenta el numero de células
positivas para p-21. Exceptuando un solo caso, el resto de los tumores con me-
nos del 50 % de células positivas (26 casos) posee un TLI £ 14 . Por otro lado,

5/6 tumores con > 50 % de células positivas para p-21 poseen un TL1 2 2%.
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Figura 44. Lorrelacion enire el TLi v 1a expresion de ras p-21. Tumores incuba-

dos durante 18 horas con JH-tim fueron reaccionados con el AcH V'13-252 g una
conceniracion d& 5 ug-ml. Lada simbolo corresponds a un caso.

La correlacion directa entre la expresion de ras p-21 vy 1a proliferacion
tumoral fue confirmada cuando ambos pardametros fueron compardos a las dife-
rentes concentraciones del Ac M Y13-259. En la figura 45 es posible ver que exis-
te un aumento paulatino en el TLI de 108 tumores ras p-21 positivos a medida que

aumenta la dilucion del Ac M. Las diferencias con 1os tumores ras p-21 negativos
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fueron estadisticamente significativas a todas las concentraciones {p<0, 05,

p<0,001 y p<0,001 en 1:20, 1:50 y 1:100 respectivamente ).

P-21 +

ol a b ¢

TLI Gbcel)

Figura 45. Lorrelacion entre £l 7L/ v la expresion de ras p-21 a diferentes con-
centraciones gel AcM 11 3-259. Tumores incubados !8 horas con SH-1im fueron
reaccionados con & AocM anli ras p~2Ft a, Sug.mic b, Jug.mis ¢, 1ugemii p=21-,
Wrores ras p-2! negalivess p-2If ¢, umores ras p-2! positives.
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V1.e. Correlacion entre la expresion de p-21 y la de CEA

En 1a figura 46 se puede ver que no existe ninguna relacion aparente entre
la expresion de ras p-21 y CEA. Sin embargo resalta el hecho de que un ndmero
importante de tumores tuvo 1a capacidad de expresar simultaneamente niveles
elevados de la proteina oncogénica y de un aparente marcador de diferenciacion
como CEA. La pregunta que surgio inmediatamente fue intentar demostrar si los
subpoblaciones celulares reponsables de la expresion de 1a proteina ras p-21

eran las mismas que expresaban CEA.
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Figura 46. Lxpresion de ras p-21 vs expresion de LEA. Ras p-2F fue delerming-

do a una conceniracion de 5 ug.mi. Lada simbolo corresponde a los dalos de un
lenmror,
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VI.f. Identificacion in situ de las células positivas para p-21 y para CEA:

comparacion con las células en activa sintesis de DNA

Como se observo previamente en 1a parte de 1a tesis dedicada al estudio
de la relacion cnt're las células que sintetizan DNA y 1as que expresan CEA, se de-
termind que en 1a mayoria de los tumores la expresion de CEA estuvo asociada a
celulas pequefias, con nlcleos 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 ademds de estas células, otro tipo de células
mas grandes y con nicleos mads claros también podian expresar CEA.

Al estudiar en forma comparativa aquellos tumores con expresion simul-
tanea de p-21 y CEA, observamos que en gran parte de éstos 1a subpoblacion de
células con expresion positiva de ras p-21 no expresaba CEA (fig. 47 a,b). En
otros tumores 1a misma subpoblacion de células podia expresar CEA y ras p-21
como se observa en los nidos celulares de la figura 47 ¢ y d; sin embargo las cé-
lulas de menor tamano que se encuentran rodeando a los nidos de células positi-
va3 para ambos marcadores, expresaron solo CEA y no ras p-21. Esto se observa
con mu'ylor claridad en 1a figura 47 e donde 1a ampliacion de parte de 1a microfo-
tografia de la figura 47 c, permite observar que l10s citoplasmas de las células
de mayor tamafio poseen expresion positiva para ras, mientras que los de las cé-
lulas mas pequefas que rodean el nido no han reaccionado con el Ac M Y13-259.

La expresion de ras p-21 asociada a células de tamafios intermedios o
grandes y nucleos claros fue el patrdn celular observado en forma mas frecuen-
te. A lo largo de todos estos estudios no pudimos observar expresion de ras p-21
asociada a células de tamano pequefio ¥y nlicleos oscuros. Cabe mencionar asimis-
mo que los tumores sin expresion de ras p-21 incluso a la mayor concentracion
del anticuerpo Y13-259 (5i1g/ml) demostraron estar formados por una absoluta

mayoria de células de pequefio tamafo y nicleos oscuros.
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La disposicion intratumoral de 1as células ccnh expresion positiva de ras
p-21 fue muy variable; en ciertos casos se las localizo en forma de nidos o colga-
jos donde 1a mayoria 6 todas eran positivas para p-21 con intensidades similares
(fig. 47, a,c e y fig. 48 a). En otras oportunidades se las encontrd en nidos de
células morfoldégicamente similares, que poseian diferentes intesidades de ex-
presion de ras p-21 6 que no expresaron {fig. 48 b). También se las observd en-
tremezcladas con células mas pequenas negativas (fig. 47 e) o esparcidas en
grupos de células dentro del estroma (fig. 48 c,d).

La incubacidn de estos tumores con dH-tim nos permitid comparar las cé-
lulas en replicacién con la expresion de ras p-21. La figura 48 a muestra una cé-
lula en activa sintesis de DNA con gran precipitacion de granos en su nicleo y que
posee expresion citoplasmatica de ras p-21; dicha célula se encuentra en un hido
compuesto por células morfologicamente similares con gran expresion de ras p-
21 y que no replican su DNA. En la figura 48 b se observa que la Unica célula en
replicacion es la que posee 1a mayor intensidad de expresion citoplamatica de p-
21; por otro lado la figura 48 ¢ nos muestra dos células con gran precipitado de
granos en su nucleo, mientras que solo una de ellas expresa ras p-21.

En la figura 49 podemos ver asimismo el colgajo de células descripto
anteriormente para la expresion de CEA, que fue también tefiido para determinar
la expresion de p-21. La microfotografia muestra que el nido de células que se
encuentra en el extremo sefalado por 1a flecha y en el cudl parte de las células
estan en fase S es negativo para CEA, pero todas sus células expresan p-21. Por
otro 1ado dentro de 1a masa de células positivas para CEA, solo parte de ellas
expresan p-21 simultaneamente.

Un esquema acerca de 1a correspondencia entre los tres tipos celulares
descriptos y el modelo de 1as jerarquias celulares se muestra en 1a misma figu-
ra. Las células marcadas estarian en un nido de células stem que no expresan
CEA pero si ras p-21 y en el cual algunas células estarian en Go mientras otras

replican su DNA. La gran masa de células de esta colonia son positivas para CEA y
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Figura 48. Microfolografias de lumores con incorporacion de JH-tim v expresion
de ras p-21. Tumores incubados 18 horas con JH-tim fueron reaccionados con el

AcM ¥VI3-259, A, 8 v £, las flechas sefiglan células que expresan ras p-21! y tie-
nen marcado su miclecs b, 1a flecha senrala la expresion de ras p-21 en ia cara

nterna de la membranag plasmalica. dumenic X’ 500 en 104005 105 casos menos en
iy 900 ).
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no estan marcadas, presumiblemente por ser células en transicion hacia la dife-
renciacion que ya han perdido la capacidad de dividirse. Entre un tipo y el otro de
células, se encontrarian l1as células transicionales que a pesar de que han co-
menzado a sintetizar marcadores de diferenciacion, aun poseen la capacidad de
duplicar su DNA. Parte de estas células en transicion tendrian la capacidad de

expresar CEA y p-21 simulianeamente.

R o P

1%

Figura 49. £xpresion ge ras p-21, {4 ¢
RCOrporacion ge JH-1im. Lomparacicn con
\ &1 modelo de 1as jerarquias celulares.
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VI.g. Localizacién intracelular de p-21

En lineas generales la localizacion intracelular de p-21 fue citoplasmati-
ca. Sin embargo en diversas oportunidades se observd que en parte de las célu-
las 1a expresion de p-21 se encontraba localizada en la cara interna de 1a mem-
brana plasmatica (fig. 48 D). La diferente localizacion intracelular no estuvo

relacionada con ninguno de los parametros estudiados.

VII. Expresion de c-myc en cancer de mama humano

Estudios previos ya descriptos en la introduccion sugirieron que 1g
transformacion maligna de una célula requiere de al menos 2 protoncogenes acti-
vados. Ademas del c-ras , otro oncogene que ha sido demostrada su amplifica-
cidn en tumores humanos es el c-myc.

Con el objetivo de poder establecer la posibie relacion entre las diferen-
tes subpoblaciones celulares que componen un tumor vy la expresion del c-myc in-
tentamos desarrollar una técnica de determinacion simultanea de un antigeno por
inmunohistoquimica y el andlisis de 1a expresion del m RNA del c-myc por hibri-

dacion in situ, utilizando cortes de tejidos de tumores de mama.

VIl.a. Deteccion de la expresidon del c-myc por hibridacién in situ

La puesta a punto de 1a técnica de hibridacion in situ o hibridacidén histo-
quimica se basd en la utilizacidn como control positivo de 1a linea promielocitica
humana HL-60 ya que diversos estudios establecieron que esta linea posee ampli-
ficado el gene c-myc vy que su expresion esta considerablemente aumentada du-

rante la fase exponencial de crecimiento {144). Como control negativo utiliza-
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mos cortes de tejido placentario a término (196). En la figura 50 A y B se pue-
den observar microfotografias con la expresion del m RNA de c-myc aumentada
en HL-60 que se manifiesta por 1a presencia de un precipitado de marca sobre el
citoplasma o en algunos casos sobre el nicleo mismo. En comparacion con la
expresion en HL-60 podemos observar que en 1a placenta a término se pueden de-
tectar ocasionalmente algunas células con precipitado de plata {fig. 50 D).

E1 andlisis cuantitativo de 1os datos obtenidos de cinco experimentos ho
simultaneos, nos permitio determinar que en placenta el porcentaje de células
con probable expresion del c-myc no superd el 2,0 % del total de células. Este
porcentaje incluye ademads 1a hibridacidn inespecifica como resultado de 1a unidon
de la sonda a diversos componentes celulares. Diversas modificaciones en la
temperatura de hibridacion y de lavado asi como en la concentracion de sales
fueron realizadas hasta conseguir 1a mejor relacidn entre 1a sefal y el fondo.

Luego de obtenidas 1as mejores condiciones de hibridacion intentamos de-
mostrar en un siguiente paso si 1a sefal de hibridacion que se detecta es especifi-
ca para RNA; para ello se tomaron células HL-60 en las cudles se determind la
expresion del c-myc con un control paralelo tratado en forma previa a 1a hibrida-
cion con una solucion conteniendo 2.0 mg/ml de RNasa durante 1 hora a tempera-
tura ambiente. Como podemos ver en la microfotografia de 1a figura 50 C 1a se-
fal de hibridacion es reducida a l1os niveles del fondo luego del tratamiento con
RNasa, tanto a nivel del citoplasma como del nucleo, sugiriendo que 1a sefial ob-
tenida en el nicleo estaria identificando RNA v no DNA.

La confirmacion de estos resultados se obtuvo al realizar experimentos
similares en cortes histoldgicos de tumores de mama fijados con 4% de p-formal-
dehido. En 1a figura 50 E (izquierda) podemos ver el precipitado de granos obte-
nido al hibridar tumores de mama con 1a sonda del c-myc. La distribucion de gra-
nos es diferente a 1a observada con las HL-60 ya que mientras en 1a linea celular

el RNA pareceria estar disperso en el citoplasma, en el caso de 1as células de
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1os tumores de mama 1a localizacién estaria mas focalizada. La especificidad del
precipitado en granos fue confirmada cuando se trataron cortes histologicos de
los mismos tumores con RNasa en forma previa a 1a hibridacion. Estos controles
tratados con RN?su no mostraron hibridacién especifica (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.

VII.b. Correlacion entre la expresion del c-myc y la diferenciacion tumoral

La expresidn del c-myc por hibridacion in situ utilizando una sonda mar-
cada conteniendo el tercer exdn de dicho gene fue determinada en 19 carcinomas
primarios de mama.

Tomando como base el valor de 2 % 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 numero de células que expresaban c-myc. En 6 de estos 12
tumores se observé un incremento de mas de 5 veces.

Cuando comparamos la expresion del transcripto del c-myc en funcion de
la diferenciacién tumoral pudimos observar que el porcentaje promedio de célu-
las con expresion del c-myc en los 12 tumores bien diferenciados fue de 5,1 % #
4, 8% del total de células.

Por otra parte en los tumores mas indiferenciados (7 casos) este por-
centaje fue 3 veces mayor y llegé a 16,7 % + 13,1% de células con expresion gu-
mentada del c-myc. En la figura 51 se puede ver asimismo la dispersion de tu-

mores en funcidn del grado de diferenciacién.
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Figura 51. forrelacion entre ia expresicn el c—mye ¥ 1a giferenciacion Luimoe -
ral. La linea cortada inferior corresponde al nivel basal geleclado en placenias
la linea corlada superior corresponge al promedio de expresion. A, tumores bien
giterenciadoss 8, tumores semri g ndilerenciados.

VYIl.c. Correlacion entre 1a expresion del c-myc v el nivel de RE

Cuando se compard el nivel de expresidn del m RNA del c-myc con la pre-

sencia de RE no se observd ninguna correlacién aparente. El promedio de células
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con expresion del c-myc en tumores positivos para RE fue de 9,7 % + 12,210 tu-
mores ), mientras que el de 10s negativos para RE fue de 8,2 % * 6,4% (6 tumo-

res),

VIil.d. Correlacion entre la expresién del c-myc vy la expresion de CEA

En la tabla 12 se puede observar la correlacion entre la expresion del c-
myc y 1a de CEA. A pesar del bajo nimero de tumores en cada uno de 108 grupos
de expresion de CEA es posible observar que 1a mayor expresién del oncogene es-
ta asociada con tumores que poseen hasta 1 % de células positivas para CEA. To-
mado en forma conjunta este grupo de 7 tumores posee expresion de c-myc en
11,6 4+ 9,74 de sus células, mientras que el resto de los tumores {12) con mas
del 1% de células CEA positivas, expresa c-myc solo en el 4,9+ 6,8% de sus célu-

las.

Tabla 12. Lorrelacion enire la expresion del c-mye v la de £EA. La expre-
Sion a6l c-myc ¥ Ia de CFA s& obluvieron en forma Simuiianea come se des-
cribe en Maleriales v Mélodos.

Expresion de CEA

- g 1+ 2+ 3+ 4+
a
Expresion de c-myc 18,6 8,9 1,1 6,8 5,2 6,6
b
(2) (5) (2) (5) (4) (1)

@. porceniaie promedio de cEiuias positivas: b. mimero de tumores estudiodos



147

VII.e. Correlacién entre 1a expresion del c-myc y 1a proliferacién tumoral

En el grafico de 1a figura 52 podemos observar que, exceptuando dos ca-
so0s, existe una aparente vorrelacion entre un mayor estado proliferativo ¥ una
mayor expresion del c-myc.

La alta expresion del c-myc asociada a un bajo TLI en dos tumores se ori-
gino aparentemente por dos motivos diferentes. En uno de ellos consideramos que
se debio a que 1os fragmentos utilizados para 1a determinacion del TLI fueron
morfoldgicamente diferentes de 1os que se utilizaron para 1a hibridacién in situ.

En 1o que respecta al segundo caso, 1a imagen histoldgica de 1o0s frag-
mentos fue muy similar. Cabe resaltar sin embargo que a pesar de tener un muy

bajo TL! {0,08%) este tumor expreso CEA solo en el 0,05% de sus células.

eee o ) . .
0 10 20
c-myc (Yo cel)

Figura 52. forrelacion enire la expresion del c-mve v &l 7L, £1 7Ll corres-
ponde a lumores incubodos 18 horas con JH-1im. Cada punto corresponde a los do-
105 de uin paciente.
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VII.f. Expresién de c-myc y ras p-21

Como pudimos ver en la introduccidn, una de las conclusiones mas im-
portantes obtenidas en el estudio de oncogenes fue que 1a activacion de solo uno
de ellos no seria suficiente para la obtencidn de la transformacion maligna. So-
bre la base de estos resultados, intentamos correlacionar 1a expresion del m
RNA del c-myc con 1a de p-21.

En la figura 53 se muestra la correlacion entre 1a expresion del oncogene
c-myc y 1a del oncogene c-ras. Nuestros resultados nos permiten afirmar que
aquellos tumores con alta expresion del ras ( > 50 % de células postivas) y los
mayores indices de proliferacion tumoral (2,4 %, 2,2% vy 5.4 % de células prolife-

rantes), poseen alta expresion del oncogene c-myc (18.4 %, 13.5 %y 30.3% res-

pectivamente ).

Usando 1a sonda del c-myc marcada con 3 H pudimos identificar los trans-
criptos del gene c-myc a nivel de células individuales. Resulta claro que las cé-
lulas que muestran aumentado el c-myc 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. Una mayor aproximacion nos permite ver
que no todas las células que conforman los nidos poseen expresion del gene c-
myc y que ésta se localiza en el citoplasma o en la zona perinuclear {fig. 54
B,£). Enlamisma figura podemos observar que la marcacién de fondo es muy
baja en comparacion a 1a marca citoplasmatica 1o que indicaria que el precipitado

que se observa es especifico. Asimismo es posible ver que existen diferencias
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Figura 53. Lorrelacion enire la expresion del comye v la de ras p=2l. Lorles de
{ejido fueron incubados con el AcM F13-252 (5 ugsmil seguido de Ia hibridacion
pora c-myc. Fora detalles lécnicos ver Mélodos.

en la densidad del precipitado de granos entre las diferentes células que compo-
nen el tumor, 1o que supondria niveles variables de expresion del c-myc.

Enla figura 5S4 C v D es posible observar 1a presencia de dos tipos dife-
rentes de células epiteliales, por un lado ias mas grandes y de nicleos claros v
por el otro 1as mds pequefas de nucleos mas oscuros. Estas aitimas que pueden
ser confundidas en 1as microfotografias con un infiltrado de tipo linfocitario cum-
plen requisitos de células epiteliales ya que expresan CEA y forman estructuras
tubulares caracteristicas de este tipo de células. Se puede observar que la ex-
presidn del c-myc se encuentra asociada con exclusividad a 1as células de mayor
tamafio.

Un patron diferente en 1a distribucion del RNA mensajero del c-myc se ob-

servo en otros tipos de tumores. La microfotografia de 1a figura 54E muestra un



i z CES FE INAa.
Lories Rislologicos fueron Ribridades con 1a sonda 487 ©—mye 0ome 56 Ges5cribe &1
Melodos. dumenioss 4, 8 125:5,5,0 v F, £ 5007 £, X 530.

Figura 54. Micrololografias de 1g 8Xpresion 4l £-mie £ £4n.
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tumor con un bajo ndmero de células con expresién del oncogene. En la figura
54F las células se encuentran dispersas infiltrando en el estroma pero no en for-
ma de nidos observandose sefal de hibridacién en gran parte de ellas. Esta sefial
no es uniforme siendo evidente las diferencias en 1a densidad de marca entre las
diferentes células. Cabe sefinlar nuevamente que la sefial del fondo es muy baja
en comparacion a 1a especifica que en su gran parte se encuentra localizada en la

periferia nuclear.

YII.h. Determinacidn simultanea de CEA 6 ras p-21 por inmunohistoquimica y

c-myc por hibridacion en situ

Dado que la técnhica de hibridacidn in situ permite determinar 1a subpobla-
cion de células responsables de 1a expresion de un RNA mensajero especifico, de-
cidimos intentar el desarrollo de una técnica que nos permitiera visualizar si-
multdneamente la expresion del transcripto del c-myc y de un antigeno celular en
el mismo fragmento tumoral. La puesta a punto de esta técnica se llevd a cabo en
el tejido mamario eligiéndose finalmente 108 pasos que se consignan en Materiales
y Métodos.

En la figura 55 A v B podemos observar dos tumores semidiferenciados
que muestran nidos celulares con expresion positiva para CEA. En 55 A no se
observa hibridacidn especifica, mientras que en 55B es posible ver un escaso nu-
mero de céluias con precipitado de plata citoplamatico; sin embargo el porcentaje
de células con precipitado no superd el obtenido con placenta por 10 que el tumor
fue considerado negativo.

La figura 55 muestra dos tumores con una importante expresion del RNA
del c-myc; en el caso C esta acompanada de una moderada expresion de ras p-21
en todas las células que componen el nido. En 1a microfotografia de 1a figura 55

D, se observa a mayor aumento que en la anterior, expresién especifica del c-
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