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ABREVIATURAS

GFs: Factores de crecimiento polipeptidicos

PDGF : Factor de crecimiento de plaquetas.

EGF: Factor de crecimiento epideérmico

IGF-1: Factor de crecimiento semejante a la insulina tipo I,

Somatomedina C.
16F-I1I: Factor de crecimiento semejante a la insulina tipo I1
TGF-alfa: Factor de transtformacion tipoel

TGF-beta: Factor de transformacion tipo f3

aFGF: Factor de crecimiento de fibroblastos acido
bFGF : Factor de crecimiento de tfibroblastos bésico
SSv: Virus del sarcoma de simios

AEV: Virus de la eritroblastosis de aves

IGF-BP: Proteina transportadora de 1GFs

SFB: Suero fetal bovino

BSA: Albumina seérica bovina

DSS: Disuccinimidil suberato

SDS: Dodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE: Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia

de dodecil sulfato de sodio

E=: Estradiol

E-R: Receptor de estrogenos

PG-R: Receptor de progesterona

EGF-R: Receptor del factor de crecimiento epideérmico

IGF-1-R: Receptor del factor de crercimiento semejante a
la 1nsulina tipo |

MPA: Acetato de medroxiprogesterona
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FACTORES DE CRECIMIENTO POLIPEPTIDICOS

Los factores de crecimiento polipeptidicos (GFs) constituyen
un grupo de agentes regulatorios que estan involucrados en el
control de la proliferacion y diferenciaci6on celular (1).

Si bien el mecanismo de acci6otn de los GFs no se conoce con
exactitud, de acuerdo a los hallazgos realizados hasta el momento
es evidente que la union de GFs con receptores de membrana es-
pecificos inicia una cascada de respuestas celulares que involu-
cran una serie de proteinas, ademas del GF y su receptor (2).

Los conocimientos actuales sobre GFs han permitido confirmar
la relacion existente entre las hormonas polipeptidicas y estos
factores; sin duda, una de las evidencias mas convincentes en
favor de esta conexion es que ambos grupos deben interaccionar
con receptores de membrana especificos para ejercer su efecto
sobre las ceélulas (3). La caracterizacion molecular de los
receptores para hormonas polipeptidicas y para GFs ha revelado
semejanzas sustanciales en su organizacion estructural y en sus
propiedades funcionales (4). Los estudios con reactivos de
entrecruzamiento, anticuerpos monoclonales y finalmente el clo-
nado y la secuenciacion de los correspondientes cDNAs han esta-
blecido similitudes en los tamaros, estructura de las subunidades
y homologia en la secuencia de aminoacidos entre ambos grupos

de receptores.



MECANISMO DE ACCION

Las respuestas funcionales de las células a los GFs son cono-
cidas, pero los mecanismos por los cuales los factores de creci-
miento desencadenan estas respuestas no han podido hasta el
momento determinarse exactamente.

El complejo GF/receptor es capaz de inducir sefales transmem-—
branares que son amplificadas intracelularmente. En ciertos
casos, se ha demostrado claramente que esto regula la expresion
de distintos genes a nivel transcripcional o traduccional (1).
Sin embargo, hay otra serie de procesos metabolicos que resultan
afectados, usualmente en forma mas rapida que la expresibdn geéni-
ca, lo que indica la participacién de un sistema de segundos
mensajeros . De acuerdo a las evidencias obtenidas con distin-
tos GFs, los productos de clivaje de los fosfoinositidos por la
fosfolipasa C: el inositoltrifosfato y el diacilglicerol (DAG)
podrian actuar como mensajeros intracelulares de la sefal de los
factores de crecimiento (95).

Otra consecuencia de la interaccion entre el GF y su receptor
es la induccion de 1la endocitosis de ambos, la que finalmente
conduce a 1la lisis de factor y receptor (6). Todavia queda por
establecer si alguno de los dos (directamente o en alguna forma

alterada) tiene una participacion en la transmision de la seRal.



RELACION ENTRE FACTORES DE CRECIMIENTO POLIPEPTIDICOS, TRANSFOR-

MACION NEOPLASICA Y ONCOGENES

Los estudios de crecimiento celular en medios libres de suero
han establecido que para la proliferacion de celulas no neoplasi-
cas es necesaria la accion sinergica de multiples GFs que actuan
en distintos puntos del ciclo celular (7). A traveés de estos
estudios se ha podido establecer que las células normales sin los
GFs apropiados suspenden reversiblemente su crecimiento en la
fase G./Go del ciclo celular. Por el contrarios las células
transformadas pueden proliferar en ausencia de esos GFs (8).

Se ha postulado asi que la 1i1ndependencia de factores de creci-
miento y el crecimiento autonomo de 1las células neoplasicas se
deberia a 1la expresion constitutiva de alguno de los agentes
mitogénicos normales del ciclo celular: factores de crecimiento,
receptores para estos o algunas de las serales intracelulares que
conducen a la sintesis del DNA (8).

Otra evidencia en favor de la relacion de GFs y transformacion
maligna surge de los actuales conocimientos sobre oncogenes.

En 1983 Waterfield y col. y Doolitle y col. (9,10) establecieron
la homologia existente entre la secuencia de aminodcidos de 1la
cadena B del factor de crecimiento derivado de plaquetas

(PDGF) y la proteina p28=t= producto del oncogen viral sis

(virus del sarcoma de simios). La secuencia correspondiente al
protooncogen c-sis humano y la de la cadena B del PDGF son ideén-

ticas. Otro oncogen, el erb-B (virus de la eritroblastosis de



aves) codifica para el receptor de un factor de crecimiento: la
proteina gpé6S@~®-P tiene una secuencia homdloga a la de los
dominios de transmembrana e interno del receptor del factor de
crecimiento epideérmico (EGF) (11). En 1985 Mulcahy y col. (12)
establecieron que la proteina p?21 producto del oncogen ras esta
involucrada en 1la transduccidn de la seral de los factores de
crecimiento. Se considera que p21 cumpliria una funcidn analoga
a la subunidad G regulatoria en 1a transduccion de la seral de
las hormonas proteicas que actuan via AMPc, conectando el recep-
tor de los GFs con la fosfolipasa C.

Por otra parte, existe una importante homologia en la secuen-
cia de aminoacidos de las proteinas producto de oncogenes con
actividad de tirosina quinasas y el dominio con funcion de tiro-
sina quinasa de algunos receptores de GFs (13). Se conoce
ademas que ciertos GFs aumentan la transcripcion de los proto-
oncogenes c-myc y c—-fos, cuyos productos son proteinas nucleares
(14,15).

Relacionando la funcion de 1los productos de oncogenes con el
mecanismo de accion de los factores de crecimiento (16) se consi-
dera que aquellos pueden estar involucrados en la transformacion
maligna de distintas formas: el producto de un oncogen puede ser
I) un factor de crecimiento que estimula por un mecanismo auto-
crino la proliferacion celular. 11) uma forma alterada en su
estructura o en su numero del receptor de un GF, de tal manera
qQue este receptor esté constitutivamente activado, I1) un sus-

trato intracelular del receptor de GFs alterado en su naturaleza



molecular o en su numero produciéndo esto una estimulacibn con-
tinua para la sintesis de DNA,IV) wuna proteina nuclear involu-

crada en la activacion del DNA.

CLASIFICACION DE FACTORES DE CRECIMIENTO

El estado actual del conocimiento de factores de crecimiento

polipeptidicos permite agruparlos en varias familias que se

describen en la Tabla 1.



TABLA 1

PDGF (Factor de crecimiento de plaquetas)

ODGF (Factor de crecimiento de osteosarcoma)

GDGF (Factor de crecimiento de glioma)

EGF (factor de crecimiento epidérmico)

1GFs

IGF-1 (Factor de crecimiento semejante a la insulina
tipo I, Somatomedina C)
IGF-11 (Factor de crecimiento semejante a la insulina
tipo 11, Actividad estimulante de la multiplica-

cion)

TGF-s
TGF-<L (Factor de transformacion tipo alfa)
TGF-B (Factor de transformaciom tipo beta)

Otros TGFs

FGF
aFGF (Factor de crecimiento de fibroblastos dcido)

bFGF (Factor de crecimiento de fibroblastos basico)



PDGF

ESTRUCTURA Y PRECURSOR

El PDGF es un polipeptido cationico glicosilado de peso mole-
cular 30-35 KDa, estable frente al <calor y al acido. Se al-
macena en los granulos okt de las plaquetas y constituye la ac-
tividad mitogeénica mas importante del suero sobre celulas de
origen mesenquimal (17,18).

Aunque la composicion de 1la molécula del PDGF aislada de
plaquetas humanas no se conoce con exactitud, las observaciones
de distintos grupos de trabajo indican que es un heterodimero
formado por una cadena A de PM 14-18 KDa ( la heterogeneidad en
el tama”ro de esta cadena refleja probablemente distinta degra-
dacion de los extremos y diferencias en la glicosilaciébn ) vy una
cadena B de PM 18 KDa, wunidas por puentes disulfuro (19). La
posibilidad de que el PDGF sea una mezcla de dos homodimeros no
ha sido descartada, principalmente después del aislamiento y
purificacion del PDGF de plaquetas porcinas, que resultd ser un
homodimero B-B (20). La cadena B se encuentra codificada en el
proto-oncogen c-sis, cuyo transcripto es un mRNA de 4.2 kb (9,
10). Parte del locus del c-sis humano ha sido clonado. Este gen
esta localizado en el cromosoma 22 (21).

El estudio del c-sis clonado demostro la existemncia de una
secuencia de nucledtidos 1o suficientemente larga como para

codificar para una proteina de 27 KDa (241 aminoacidos) (22).



De esta forma,un dimero de cadenas pro-B seria una proteina de 54
KDa y probablemente 1la glicosilacién de las cadenas polipep-
tidicas aumentaria este PM. Una de las caracteristicas mas inte-
resantes de la cadena B del PDGF es su homologia con la proteina
p28=+= producto del oncogen viral v-sis del virus del sarcoma de
simios (9,10).

La secuencia aminoacidica completa de 1la cadena A se ha
deducido del cDNA clonado y en humanos el gen ha sido localizado
en el cromosoma 7. Este polipéptido muestra una homologis del

50% con el precursor de la cadena B (23).

SINTESIS DE PDGF Y FACTORES RELACIONADOS

El1 PDGF se sintetiza en los megacariocitos y se almacena en
los granulos oL de las plaquetas (24).

Otras ceélulas capaces de secretar PDGF son los monocitos y los
macrofagos activados. Estas celulas en cultivo liberan al medio
factores de crecimiento para fibroblastos, fibras de musculo liso
y células endoteliales. Se ha demostrado que del 60 al 70% de
esta actividad mitogénica esta constituida por PDGF o factores
relacionados (295). A diferencia de las plaquetas los monocitos
no almacenan cantidades significativas del factor (25).

Las ceélulas endoteliales en cultivo (26) secretan PDGF o



factores relacionados a pesar de que en ellas no han podido
detectarse receptores para PDGF. Cultivos de células endote-
liales de cordon umbilical humano y de aorta bovina expresan un
mRNA de 3.5-3.7 kb que hibridiza con un "probe" para el oncogen

c-sis (27).

En sangre no se han detectado cantidades mensurables de PDGF
(28). Esto puede deberse a que el PDGF es rapidamente depurado
del plasma o bien que las células endoteliales sintetizan bajos
niveles de PDGF "in wvivo". Asi, las ceélulas de endotelio de
aorta bovina o de cordon umbilical humano, obtenidas del tejido
fresco e intacto, contienen respectivamente un 1.3 o un 107 del
mRNA de 3.5-3.7 Kba respecto de 1las mismas células en cultivo

(27).

También se han identificado en cultivos de células de musculo
liso (29) moléculas semejantes al PDGF. La produccion de estos
factores podria estar relacionada con el estado de crecimiento
dado que cultivos de células de miusculo liso de aorta de ratas
de 2 semanas de edad liberan cantidades significativamente mayo-
res de PDGF que los cultivos de estas mismas celulas de ratas
adultas. En contraste, el numero de receptores para PDGF es mayor
en las ceélulas adultas (29). Estos resultados sugieren una
funcion autocrina o paracrina para el PDGF y los mitdgenos rela-
cionados en: 1) el desarrollo y la regulacion de la pared de los

vasos, II) 1la migracién y las respuestas mitogénicas de los com-
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ponentes celulares involucrados en la reparacion de heridas, III)
las lesiones proliferativas de la ateroesclerosis en el hombre vy
IV) potencialmente en diversas enfermedades como la fibrosis pul-

monar, la mielofibrosis y la artritis reumatoidea (30).

En citotrofoblastos de placenta humana ha sido aislado el mRNA
de 4.2 kb correspondiente al gen c sis y se ha demostrado que ex-
plantos de placentas sintetizan un factor de crecimiento seme-
jante al PDGF (31). Ademas, lineas celulares obtenidas de pla-
centas del tercer trimestre expresan receptores de superficie
para el PDGF y responden a PDGF exogeno con un aumento en la
sintesis de DNA y con la activacién del oncogen c-myc (31).
Dado que 1los trofoblastos son las células normales mas invasivas
y proliferativas que se conocen la expresion de receptores para
PDGF en este tejido y la produccion endbgena de PDGF podria
determinar una estimulacidn autocrina en estas celulas que seria

la responsable del fenotipo "pseudomaligno" de las mismas (32).

EFECTOS BIOLOGICOS

El PDGF estimula el crecimiento en cultivo de fibroblastos,
fibras de musculo liso y células de la glia; actua también como
quimiotactico para monocitos, polimorfonucleares, fibroblastos,

leucocitos y células de musculo liso (30).
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PDGF tiene ademas efectos metabolicos sobre células en cul-
tivo. Uno de los primeros eventos después del tratamiento de
las celulas con el factor es el aumento de la entrada de Na* y la
salida de H™ (33). Sequndos después de la estimulacion con PDGF
se produce una disminucién  transitoria del pH, seguida por una
posterior elevacion del mismo en 0.2-0.4 unidades (34). Uno de
los factores considerados capaces de producir competencia en las
ceélulas es la alcalinizacion transitoria, sin embargo, no hay
evidencias que establezcan que la alcalinizacion producida por el
PDGF sea esencial para l1la proliferacion celular (395).

Pocos segundos despues del tratamiento de las ceélulas con PDGF
se observa liberacion de Ca=" de sus reservas intracelulares,
encontrandose este fendbmeno asociado con un aumento en el recam-
bio de fosfatidilinositoles (36,37,38). Esto hace pensar que
tanto el Ca®* como los fosfoinositidos participan en la transduc-
Cion de la seRal de PDGF. Este factor también aumenta los niveles
de acido araquidonico, un precursor en la sintesis de prostaglan-
dinas Yy leucotrienos Yy de diacilglicerol, un activador de la
proteina quinasa C (39).

Se ha demostrado ademas que el PDGF aumenta el transporte de
aminoacidos , la fosforilacion de residuos serina en la proteina
S6 ribosomal y reordenamiento en los filamentos de actina
(40,41,42),

PDGF aumenta la sintesis de proteinas (40) y un hallazgo
importante en favor del papel que se atribuye al PDGF en el

proceso de curacion de heridas es que aumenta 1la sintesis vy
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liberacion de coléageno tipo V vy requla la sintesis de colageno
ITI vy IV (43).

PDGF modula los receptores de membrana de otros factores de
crecimiento. Se ha observado un aumento en la expresion de los
receptores de membrana para Somatomedina C (IGF-1I) y un aumento
en la secrecidn de factores semejantes a IGF-1 en fibroblastos
tratados con PDGF (44,495). La preincubacion de fibroblastos
Balb/c3T3 con PDGF modula la union subsiquiente del factor de
crecimiento epidérmico (EGF) a sus receptores, determinando una
disminucion en la afinidad (46). Este, es un efecto semejante al
inducido por los ésteres de forbol en el receptor del EGF y
sugiere que la proteina quinasa C podria ser un intermediario
comun el la influencia del PDGF vy los ésteres de forbol sobre

dicho receptor (47).



RECEPTOR

En una variedad de células de origen mesenquimal se han en-
contrado receptores para el PDGF (48,49,50,51). Sin embargo,las
Unicas células de origen epitelial que poseen receptores para el
factor son los citotrofoblastos de placenta (31,32).

El receptor del PDGF es una glicoproteina integral de mem-
brana de 185 KDa (48,50) y se ha demostrado que como resultado de
la union del factor se fosforilan residuos tirosina en la molé-
cula de dicho receptor (51). Este receptor activado actua a su
vez como proteina quinasa tirosina especifica (41,52). La ac-
tividad de tirosina quinasa es semejante a 13 descripta para los
receptores de otros factores de crecimiento como el EGF, la
insulina y el factor de crecimiento semejante a3 la 1insulina tipo
I (IGF-1I1) (53,54,595). Todos estos receptores cuando son
activados por la union del ligando, ademas de autofosforilarse,
fosforilan sustratos celulares; muchos de eéstos tambieéen son
fosforilados por 1las proteinas producto de oncogenes con activi-
dad de proteina guinasas (56,57). Por ejemplo, una proteina de
36KDa, tentativamente identificada como una subunidad de la
Mmalico deshidrogenasa, puede ser un sustrato para 1a proteina
producto del oncogen src, y para el EGF (58). Ademas, el EGF vy
el PDGF fosforilan una proteina de 39 KDa que también esta fos-
forilada en varias celulas transformadas por virus (59). Otra
proteina de 42 KDa, se fosforila tanto por efecto del EGF, como

del PDGF y de los ésteres de forbol (60).
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Investigaciones recientes se han ocupado de dos proteinas
periféricas de membrana denominadas p35 y p36.

p36 se encuentra fosforilada en tirosina en muchas ceélulas
transformadas por virus y en células estimuladas por factores de
crecimiento y se la conoce como calpactina 1. La proteina p35
a la que se denomina calpactina Il es la proteina con mayor grado
de fosforilacion en tirosina en células malignas A 431 tratadas
con EGF (61). Las lipocortinas son un tipo de proteinas in-
ducibles por esteroides que originariamente se pens® que inhibian
a la fosfolipasa A=. Actualmente, se sabe que la lipocortina I
es idéntica a calpactina Il y 1la lipocortina II y calpactina I
son altamente homologas. Hasta el momento no se ha determinado
que la fosforilacion de estas dos proteinas afecte actividades
celulares especlificas en las celulas transformadas por virus o
estimuladas por factores de crecimiento (62).

Ademas de la activacibn de tirosina quinasas por PDGF, este
factor tambien induce la activacion de serina/treonina quinasas
cuando se una a sus receptores de superficie (59). Por ejemplo
el suero y el PDGF inducen la fosforilacion en residuos serina de
la proteina ribosomal S6 (463).

También se ha demostrado que el PDGF activa a la proteina
quinasa C (64); ésto serviria para generar segundos mensajeros y
seria responsable de muchos de 1los eventos inducidos en las
células estimuladas por PDGF, incluyendo el aumento del influjo
de Na*- , del pH intracelular y de la actividad de la bomba Na~-

K+ (65,66,67). Sin embargo, estos eventos también son estimula-
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dos por mitogenos que no activan a la proteina quinasa C (33,68)
La incubacion de las células con el PDGF disminuye el numero de
receptores de superficie para el factor (69).

Se ha clonado y secuenciado el cDNA completo que codifica para
el prereceptor del PDGF (70). La secuencia aminoacidica dedu-
cida bha revelado una importante homologia con el producto del
oncogen v-kit y con el del oncogen c-fms, este ultimo, seria el
receptor para el factor estimulante de colonias macrofagicas
(CSF-1) (70).

Esas proteinas tiemen en comun largas secuencias que inte-
rrumpen el dominio de tirosina quinasa (70). Ademas, los recep-
tores del PDGF y del CSF-1 tienen en comun una homologia en la
localizacion de 1los residuos cisteina extracelulares, el dominio
hidrofobico anclado a la membrana citoplasmatica y el extremo
corboxi-terminal intracitoplasmatico (70).

El gen para el receptor del PDGF esta localizado en el cromo-

soma 5 en el genoma humano (70).
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GENES INDUCIDOS POR PDGF

Diferentes genes son inducidos en las ceélulas poco tiempo
despues de la estimulacion con PDGF. E1 gen KC que aparentemente
codifica para una proteina de 10 KDa (71) y el gen JE que codifi-
can para una proteina de 19 KDa (71) , son activados por PDGF,
Se ha observado un aumento de 10 a 20 veces respecto del nivel
basal del mRNA para JE y un aumento también, aunque menor para el
mRNA del gen K (71).

Ambos genes, cuya funcion no se conoce, sufren solamente una
activacion pasajera.

Otros genes inducidos por el PDGF son el protooncogen c-myc
y el protooncogen c-fos (72). Los mecanismos por 1los cuales
estos protooncogenes inducen proliferacion celular son desconoci-

dos.

RELACION ENTRE EL PDGF, ONCOGENES Y TRANSFORMACION MAL IGNA

Hemos mencionado antes la relacion gxistente entre la cadena B
del PDGF vy la proteina p28=i* producto del oncogen viral v-sis
(virus del sarcoma de simios) (9,10). En efecto, 1los 109 resi-
duos aminoacidicos N-terminales de la cadena B son virtualmente
idénticos a la secuencia deducida para el extremo carboxi-ter-

minal de 1la proteina p28=t=; solamente se han encontrado tres
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aminoacidos sustituidos (9,10). Dado que 1la secuencia deducida
para el oncogen c-sis es idéntica a la de la cadena B, las sus-
tituciones pueden representar diferencias entre el mono vy el
hombre o bien entre el v-sis y el c-sis (9,10).

El analisis del procesamiento intracelular de la proteina p-

28=+= en células de mono transformadas por el virus del sarcoma

de simios (SSV) ha demostrado que este primer producto
traduccional (p28%=t*®) se dimeriza rapidamente para dar la prote-
ina pS6=i=, Este producto se procesa posteriormente por clivaje

proteolitico para dar el péptido final aparentemente estable,
p24=+t=, que ha perdido los extremos N-terminal y C-terminal (73).
P24=1i= es semejante en su estructura a un homodimero B-B del PDGF
(73).

La identidad virtual entre p24=:= y la cadena B ha evidenciado
que el virus del sarcoma de simios ha adquirido secuencias del
DNA celular que estan contenidas en el gen que codifica para la
cadena B del PDGF (74). Las secuencias celulares adquiridas por
el 5SSV han sido insertadas en el gen de la proteina de envoltura
del retrovirus (env), cerca del extremo 3+ del genoma viral
(74). Dado que la proteina v-sis no tiene un dominio capaz de
anclarse a la membrana plasmatica, tiene la potencialidad de ser
secretada, particularmente en las células que carecen del sistema
de granulos o, para almacenarla.

Dada la homologia entre la proteina p28=t= vy la cadena B del
PDGF, se investigo la posible actividad mitogénica de la proteina

producto del v-sis. Se observo que en efecto, lisados de células
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transformadas por SSV poseen actividad mitogénica para fibro-
blastos normales, la cual puede ser parcialmente neutralizada por
anticuerpos anti-PDGF (39). Ademas, la mayoria de los medios de
cultivo de las ceélulas transformadas por SSV contienen activida-
des mitogeénicas semejantes al PDGF (75). Por otra parte, la
habilidad de la proteina v-sis sintetizada en bacterias de com-
petir para wunirse a 1los receptores de PDGF es otra evidencia de
similitudes funcionales entre ambas proteinas (75). Todos estos
datos son consistentes con la hipotesis que postula que la prote-
ina producto del v-sis entra en camino de secresit6n celular e
interactua con 1los receptores de PDGF en una forma autocrina ,
causando asi, un crecimiento incontrolado de 1las células trans-
formadas (39). Sin embargo, aun no se ha podido establecer que
este mecanismo sea el responsable de la transformacion neoplasi-
ca. Ademas,y estudiando lineas celulares derivadas de tumores
humanos que producen PDGF, y de células transformadas por el SSV
se ha visto que el agregado de anticuerpos anti PDGF no bloquea
la proliferacion de estas celulas (76). Sin embargoy este ha-
llazgo no 1invalida la hipotesis anterior ya que podria suceder
que la proteina v-sis interactuase con los receptores reciente-
mente sintetizados del PDGF intracelularmente y que los recep-
tores unidos al ligando fuesen inmediatamente internalizados, no
estando asi accesibles para el anticuerpo. El hecho que mutan-
tes con deleciones en el gen env, especificamente en la secuencia
que codifica para el péptido serfal de la proteina de envoltura,

no sean transformantes (77) demuestra que la proteina v-sis debe
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entrar en el camino de secrecion celular para transformar. La
presencia de receptores para el PDGF parece ser un requisito
indispensable para 1la transformacion de células por la proteina
v-sis, dado que el 65V sOlo transforma ceélulas que presenten
receptores para el PDGF (células de la glia,mioblastos y fibro-
blastos) (76). Las células transformadas por el 5SSV tambieén
presentan menos receptores para el PDGF, lo cual se interpreta
como un bloqueo de los receptores del PDGF por la proteina v-sis
(76). De iqual forma, el numero de reptores en las ceélulas de
tumores humanos que producen PDGF es menor que en las ceélulas
tumorales que no producen PDGF o que en las celulas normales del
mismo tipo histologico, lo que también indica un posible bloqueo
o "down regulation" de los receptores (19).

Otra de las cuestiones que deben ser determinadas es el
motivo por el cual siendo la estructura del PDGF tan semejante a
la de 1la proteina v-sis esta Ultima produce transformacién y no
el PDGF. En primer lugar debe mencionarse que el agregado de PDGF
exogeno a fibroblastos 3IT3 induce algunos de los cambios mor-
fologicos asociados a la transformacion maligna (77). Asi, para
explicar las diferencias en la capacidad transformante de ambas
proteinas se ha postulado que el PDGF producido enddgenamente es
mas etectivo para producir transformacion que el exogeno (39).
Otra explicacion posible es que la produccion continua de PDGF a
traves de todo el ciclo celular podria dar una semal distinta que

aquella proporcionada por una administracion exogena aquda (39).
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FACTORES DE CRECIMIENTO SEMEJANTES AL PDGF

En 1980 Heldin y col (78) identificaron en el medio de cultivo de
de la lines de osteosarcoma U-2 0S un factor de crecimiento
relacionado con el PDGF al que llamaron factor de crecimiento
derivado de osteosarcoma(0DGF). Sus propiedades fisicoquimicas
son semejantes a las del PDGF vy tiene reacciones inmunologicas
cruzadas con anticuerpos anti-PDGF.

En 1984 Nister y col (79) encontraron en el medio condicionado
de células de glioma humano un factor relacionado con el ODGF vy
lo llamaron GDGF.

Tanto el ODGF como el PDGF tienen pesos moleculares de 31 KDA
estan compuestos por dos cadenas polipeptidicas del mismo PM vy
estructuralmente estan mas relacionados con el PDGF que con la

proteina v-sis.



EGF

CARACTERISTICAS GENERALES Y ACTIVIDAD BIOLOGICA

El factor de crecimiento epidérmico (EGF) fue aislado en 1962
por Cohen vy col. de glandula submaxilar de ratéon (80). La
primera actividad biologica descripta para este factor fue la
apertura precoz de los parpados y la erupciodn de los incisivos en
ratones de 7 dias que hablan sido tratados diariamente con ex-
tractos de glandula submaxilar de ratéon (80).

Los estudios histologicos de estos animales demostraron que
las actividades inducidas en el desarrollo se correlacionaban con
un aumento en la proliferacion y diferenciacidn de células en la
epidermis y por eso al péptido presente en el extracto se lo
l1lamo factor de crecimiento epidérmico (EGF) (B1).

En 1975 Cohen y Carpenter (82) aislaron EGF de orina humana ,
lo purificaron y secuenciaron y comprobaron la existencia de una
importante homologia en 1la secuencia aminoacidica del factor
humano y de raton vy tambieén, que ambos poseian las mismas ac-
tividades biologicas. Poco tiempo después, Gregory aisld y se-
cuencio la urogastrona, hormona que inhibe la secrecion acida
gastrica. La secuencia de la urogastrona y del EGF resultaron
ser idénticas (83).

Los niveles de EGF han sido determinados en varios fluidos
humanos, siendo elevados en leche, orina y saliva y bajos en

suero (84,895).



A pesar de que no se conoce hasta el momento el papel fisiolo-
gico del EGF la administracion de este factor a animales produce
una serie de respuestas en la piel y otros O6rganos: 1) aumento en
la proliferacion y queratinizacion del tejido epidérmico en rato-
nes recién nacidos (80), 2) aumento en la proliferacion y dife-
renciacion del epitelio pulmonar en fetos de cordero (81), 3) es-
timulacion de la regeneracion del epitelio de la cOrnea en
conejo (86), 4) aumento en la actividad de 1la ornitina de-
carboxilasa en raton (B87), 5) hipertrofia e hiperplasia hepatica
en rata (88), 6) retardo en el desarrollo del ovario en raton
(B9), 7) inhibicion de 1a secrecion acida gastrica en perro ,
rata y gato (90,91).

EGF actua como un potente mitdgeno para células epiteliales y
mesenquimales en cultivo (92,93). Ademas, ha quedado demostrada
Su accion sineérgica en la estimulacion de la proliferacion celu-
lar con otros factores de crecimiento . EGF actua en forma sineér-
gica con insulina sobre células NRK-49F y AKR-2B (94,95) vy con
PDGF sobre células Balb/c3T3 (96).

Se ha demostrado también (97) la participacion del EGF en la
estimulacion de la fase meiotica de la espermatogénesis

en raton.
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ESTRUCTURA Y PRECURSOR

El EGF es un polipéptido compuesto por 53 residuos aminoacidi-
cos , con tres puentes disulfuro intracatenarios y un peso mole-
cular de 6000 Da (98). Este factor se sintetiza a partir de un
precursor; la secuencia nucleotidica de este ultimo, deducida del
correspondiente cDNA de una biblioteca de glandula submaxilar de
raton, predice un polipéptido de 1186-1217 aminoacidos Yy peso
molecular 128 KDa (99). El EGF se encuentra codificado en los
residuos 977-1029, proximo al extremo C-terminal (100). La pro-
teina precursora contiene un dominic interno hidrofobico de 20
aminoacidos entre dos regiones polares y en ella estan codifica-
dos 7 peptidos relacionados con el EGF (101). El precursor
podria ser una proteina integral de membrana pero se desconoce
COmo es procesado para dar el EGF maduro.

Originariamente se penso que el EGF tenia un expresion tisular
limitada, pero recientes estudios de hibridizacion "in situ” bhan
demostrado la presencia del mRNA precursor en distintos tejidos
de ratas recién nacidas (101). Los tubulos distales del rifon,
por ejemplo,presentan una importante expresion de este mRNA y la
proteina correspondiente permanece como precursor de alto PM, no
encontrandose EGF de 6 KDa (101). Ademas se ha demostrado la
presencia de EGF de alto PM en orina y otros fluidos humanos

(102,103).
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PEPTIDOS RELACIONADOS CON EL EGF

El factor de transformacion tipo alfa (TGF-4), un factor de
crecimiento con caracteristicas unicas dado que es capaz de
conferir un fenotipo neoplésico a células no transformadas,
presenta una homologia del 40% en su secuencia aminoacidica con
el EGF (104). Ademas, TGF-odl se une a los receptores de membrana
del EGF y es capaz de ejercer los mismos efectos biologicos que
el EGF (1095). TGF-of ha sido aislado fundamentalmente de teji-
dos neoplasicos y embrionarios.

Un segundo factor polipeptidico semejante al EGF fue aislado
de células infectadas por el virus de vaccinia , tiene 77 resi-
duos aminoacidicos y a semejanza del EGF se sintetiza como un

precursor de alto PM (106).



RECEPTOR DEL EGF, RELACION CON ONCOGENES Y TRANSFORMACION NEOPLA-

SICA

El receptor del EGF es una glicoproteina integral de membra-
na, que posee actividad intrinseca de proteina quinasa (107).

La union del EGF a su receptor fosforila residuos tirosina
en la molécula de este ultimo, produciéndose asi una importante
elevacion en la actividad de tirosina quinasa del receptor (108).
El principal sitio de autofosforilacidn de este receptor es el
residuo tirosina 1173, localizado cerca del extremo C-terminal
(109).

Los estudios de clivaje proteolitico muestran que aproximada-
mente 115 KDa del receptor se encuentran localizados en la zo-
na extracelular, encontrandose aqui el dominio de union del
EGF, altamente glicosilado (110). La mitad de los 1186 resi-
duos aminoacidicos de este receptor se encuentran en el interior
de la celula. En este dominio intracelular, una banda de 250
aminoacidos presenta una importante homologia con el dominio
catalitico de la familia de proteinas producto de oncogenes, con
actividad de tirosina quinasa (110).

Los dominios interno y externo se encuentran separados por una
region de 26 aminoacidos que carece de residuos cargados y que
esta anclada a la membrana plasmatica (110).

Se ha demostrado Qque 1la union del EGF a su receptor en la
superficie celular induce la disminucion del numero de recep-

tores de membrana ("down regulation”) (111).
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Tambien, se conoce actualmente que la proteima quinasa C

modifica la actividad del receptor del EGF. En efecto, esta
proteina quinasa fosforila al receptor en el residuo treonina 654
(112,113). Como resultado de este evento se produce una dis-
minucion de la afinidad del receptor por el EGF y de la actividad
de tirosina qQuinasa (112,113). LLos ésteres de forbol, promoto-
res tumorales que actuan estimulando la proteina quinasa C, son
capaces de producir estos mismos efectos(113). Asi, se ha
sugerido que la fosforilacion del receptor por la proteina qui-
nasa C podria ser un mecanismo de regulacion del mismo. (113)
Los residuos 551 a 1154 del receptor muestran un 90% de homologia
con la secuencia de la proteina gp65¥—=~®®2, producto del oncogen
v-erb B del virus de la eritroblastosis de aves (AEV) (114).

La proteina producto del v-erb B es una forma truncada del

receptor que carece practicamente en su totalidad del dominio

extracelular, donde se encuentra el sitio de union del EGF, y
conserva los dominios de transmembrana e intracelular (114).

Asi, en el extremo N-terminal solamente permanecen 61 residuos
aminoacidicos comparados con los 622 del receptor del EGF. Tam-
bién presenta una pequefa delecion en el extremo C-terminal que
involucra el principal sitio de autofosforilacion del receptor
(115).

La proteina producto del v-erb B esta presente en las células
infectadas por el virus de la eritroblastosis de aves en varias
formas. “In wvitro", el primer producto translacional es una

proteina de 61 KDa. Esta, es glicosilada post-translacional-
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mente dando un producto inmaduro de 64-68 KDa que esta asosiado a
membrana y que aparentemente se acumula en el aparato de Golgi
antes de llegar a la superficie celular (116). En el Golgi se
producen posteriores modificaciones del Arbol de hidratos de
carbono y la proteina hallada en la superficie celular tiene un
PM de 75-80 KDa(117). Células infectadas con mutantes con-
dicionales del AEV no presentan esta proteina en su membrana a
la temperatura restrictiva(117). Esto 1indica que la forma de
membrana es importante en el proceso de transformacion (117).

Una de las hipotesis para explicar la transformaciodn inducida
por AEV es que la proteina gpé65*"~"P en ausencia del dominio
regulatorio de union del EGF actuaria como un receptor activado
constitutivamente. No obstante lo cual hay varias consideracio-
nes que deben hacerse a esta hipotesis. Una de las primeras ob-
jeciones que se hicieron derivo de la dificultad para demostrar
"in vitro"” la actividad de tirosina quinasa de la proteina del v-
erb-B. Sin embargo, actualmente se ha demostrado la existencia de
esa actividad. Ademas, en las células transformadas por los
retrovirus de la familia src que poseen genes que codifican para
tirosina quinasas, esta actividad se evidencia por el aumento de
fosfotirosina celular vy se han identificado proteipnags foriladas
en tirosina (118). En contraste, en las ceélulas transformadas por
el AEV, solo se han detectado pequernos aumentos en los nivelies de
fosfotirosina (117). Esto podria ser suficiente para explicar la
transformacion si involucrase justamente un grupo de sustratos

clave.
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En las ceélulas transformadas por el AEV se han detectado
algunas de las mismas proteinas fosforiladas en tirosina que se
han identificado en las células tratadas con el EGF, entre estas
la proteina p3é, una de las lipocortinas y la proteina p42 (119,

120).

RECEPTOR DEL EGF EN TUMORES HUMANOS

El receptor del EGF bha sido 1localizado en humanos en el
cromosoma 7 (98). Varios tipos de tumores humanos han demos-—
trado poseer anormalidades en este receptor. En carcinomas epi-
dermoides de distinto tipo, principalmente de 1la cabeza vy el
cuello y en gliomas se ha detectado amplificacion del gen del
receptor del EGF (115). En la linea A-431, de carcinoma epider-
moide de vulva, se ha demostrado ademag de una amplificacion de
cincuenta veces de los receptores del EGF, una forma anomala del
receptor que posee el dominio de union pero carece de los domi-
nios de transmembrana e interno (121).

El mecanismo por el cual estas alteraciones en el receptor
podrian contribuir al desarrollo tumoral no se conocen.

Sin embargo, se ha postulado que la amplificacion del receptor
podria determinar una activacion constitutiva de 1la tirosina

quinasa asociada al mismo (115).
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FACTORES DE CRECIMIENTO SEMEJANTES A LA INSULINA (IGF-I, IGF-II)

GENERAL IDADES

En 1967 Temin (122) observo que 1a actividad mitogénica del
suero sobre cultivos de fibroblastos de aves y de raton po-
dia ser reemplazada por insulina. Sin embargo, la concentracion
de ésta en suero no era suficiente para explicar el efecto mito-
geénico. Asi, se penso que en el suero debian existir activida-
des relacionadas con la insulina capaces de estimular la pro-
liferacion celular. En 1973 Dulak vy Temin aislaron del medio
condicionado de una linea de celulas de higado de rata , BRL, un
factor de crecimiento al que denominaron actividad estimulante de
la multiplicacion (MSA) (123). Marquard y col. encontraron que
MSA era el equivalente en rata de la somatomedina A de humanos o
factor de crecimiento semejante a la insulina tipo II (IGF-II).
(124).

Otro polipéptido relacionado, somatomedina C o factor de
crecimiento semejante a la insulina tipo I (IGF- I) fue descripto
por Clemmons y col (125).

IGF-1 es producido en respuesta a 1la hormona de crecimiento
(GH) y es uno de mitogenos mas importantes del suero (126). La
primera hipotesis que postulaba que IGF-1 era producido en higado
por estimulo de GH y era luego secretado actualmente ha sido
revisada vy expandida. Estudios recientes han demostrado que

IGF-I inmumoreactivo esta presente en una variedad de tejidos en
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concentraciones muy altas y se ha localizado el mRNA correspon-
diente a IGF-I en una variedad de tejidos (127). Asi, el IGF-I
producido localmente podria ejercer funciones de estimulacion
paracrina o autocrina, ademas de su efecto endocrino como media-
dor de la hormona de crecimiento (127).

Se ha demostrado que IGF-1I1 también es producido en varios

tejidos , pero su funcidn y la reqgulaciéon de su produccidn aun
deben determinarse (128). No existen evidencias de que la
hormona de crecimiento estimule su secrecion, dado Qque no se

detecta aumento en las concentraciones séricas de este factor en
enfermedades como la acromegalia, sin embargo hay cierta dis-
minucion de su concentracion en enfermedades que involucran
deficiencias en la secrecion de GH (129).

Los IGFs circulan en plasma wunidos en forma no covalente con
proteinas transportadoras (130).

Los estudios de la sintesis y regulacion de los IGFs en
fibroblastos de rata indican que IGF-II seria la forma embriona-
ria del factor, mientras que IGF-I seria la adulta (131). En
efecto, los niveles de IGF-I1 en suero fetal de rata son 10 a 100
veces mas altos que en el suero materno y disminuyen dias despu€s
del nacimiento. IGF-1 exhibe un desarrollo inverso: sus niveles
son bajos en el recién nacido y alcanzan el nivel adulto a las
cuatro semanas (131).

Trabajos recientes han aportado evidencias en favor del rol
autocrino o paracrino de los IGFs en el desarrollo fetal de la

rata (131).



ESTRUCTURA Y PRECURSOR

IGF-1 ha sido purificado de suero humano y se lo ha secuen-
ciado (132). Esta compuesto por una s6la cadena polipeptidica
de 70 residuos aminoacidicos con 3 puentes disulfuro intracate-
narios (132). Ha sido preparado en cantidades de miligramos por
sintesis en fase solida (133). En la actualidad se dispone comer-
cilalmente de IGF-1 recombinante, que es idéntico al factor huma-
no, excepto por la sustitucion de metionina por 1isoleucina en el
residuo 59. IGF-II1 esta compuesta por 67 residuos aminoa-
cidicos (134).

El1 cDNA, clonado de wuna biblioteca de higado humano adulto,
indica que ambos factores se sintetizan a partir de precursores
de 15 a 21 KDa (134,135,136); el IGF-1 tiene un precursor de 130
residuos, mientras que IGF-II tieme un precursor de 180 aminoaci-
dos. Los genes de IGF-1 e IGF-I1 han sido mapeados en el
genoma humano; IGF-1 se 1localiza en el cromosoma 12 e IGF-II en

el 11, el mismo donde se localiza la insulina (137,138).

RECEPTORES DE IGFs Y SU RELACION CON ONCOGENES

Los receptores de superficie para el IGF-1 muestran una gran

homologia con el receptor de la insulina. Este ultimo es una
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glicoproteina integral de membrana de peso molecular 350,000-
400,000 Da, formada por dos subunidadesey 120,000 Da) vy dos B
(90,000 Da) wunidas por puentes disulfuro (139,140,141). En la
subunidad o se localiza el sitio de union de la insulina (139,

140). Cuando ésta se une al receptor de membrana se fosforilan
residuos tirosina en la subunidad B vy este receptor activado
actua a su vez como tirosina quinasa sobre otras proteinas celu-
lares (139,140). Los estudios de fosforilacion de peéptidos
intracelulares por el receptor activado indican qQque posee una

especificidad de sustratos similar a la exhibida por otros fac-

tores de <crecimiento como el EGF, Yy por las tirosina quinasas
productos de los oncogenes de la familia src (139,140,141). La
subunidad B posee ademas yn sitio de union de ATP (140). Se ha

demostrado que las cadenasa y B derivan de un solo precursor
polipeptidico glicosilado de peso molecular aparente 190,000 Da.
Este precursor es transportado del reticulo endoplasmatico al
aparato de Golgi luego es glicosilado, <clivado y finalmente es
transportado a la membrana plasmatica (140). Como ambas sub-
unidades del receptor estan glicosiladas y la subunidad B con-
tiene el sitio di! unio6n del ATP , es probable que partes de ambas
estén expuestas en la superficie celular vy que 1la subunidad f
atraviese la membrana plasmatica.

La secuencia aminoacidica complets del precursor del recep-
tor de la insulina humana ha sido deducida del cDNA clonado de
una biblioteca de placenta humana (140). El1 precursor posee 1370

residuos aminoacidicos, comienza con una secuencia seral de 27
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aminoacidos, sigue la subunidadel del receptor, luego una secuen-
cia que probablemente sea el sitio de reconocimiento para las
enzimas proteoliticas de procesamiento y finalmente 1a subunidad
B conteniendo una secuencia de transmembrana de 23 aminoacidos.

La estructura primaria deducida para la cadena sl carece de un
dominio hidrofobico suficientemente largo como para que pueda
estar anclada a la membrana (140). Por esto, se considera que
se encuentra solamente en el domio extracelular unida a la sub-
unidad B por puentes disul furo.

La presencia de un dominio de transmembrana en la cadena 3,
analogo al del receptor para el EGF y el receptor para lipoprote-
ina de baja densidad (LDL) (98,107,108,109), 1indica que el ex-
tremo N-terminal de esta subunidad esta expuesto.-en la superficie
celular, mientras que en el C-terminal se localiza en el dominio
intracitoplasmatico (140).

S1 bien el sitio de unidn de la insulina se encuentra en la
cadena oL del receptor, no se ha descartado que el extremo N-
terminal de la cadena 3 esté involucrado.

La subunidad ! contiene una reglLon muy rica en residuos cis-
teina, similar a la existente en los receptores del EGF y de LDL
(98,107,108,109).

La semejanza entre los receptores de insulina vy EGF reside
ademas de en su organizacion en su secuencia aminoacidica . Los
primeros 444 residuos de la cadenacg del receptor de la insulina
presentan una homologia del 37% con los primeros residuos del

receptor del EGF (107,108,109). Por otra parte, también hay



homologia en la secuencia de aminodcidos en la regibn de uniobdn
del ATP de la cadena B del receptor de insulina,la region in-
tracitoplasmdtica andloga del receptor del EGF, el dominio cata-
litico de 1las proteinas producto de oncogenes de la familia src,
y el producto del oncogen v-fms (107,108,109,142,143). Reciente-
mente,se ha descripto que la homologia es aun mayor con el pro-
ducto del oncogen ros (140).,

El receptor para IGF-1 es homologo al receptor de insulina,
habiéndose detectado solo diferencias en el dominio de union de
los ligandos (140).

El receptor para el IGF-II esta compuesto aparentemente de una
sola cadena polipeptidica de 250,000 Da (143).

Si bien ambos factores interactuan preferentemente con su
propio receptor de membrana, pueden producirse reacciones cru-
zadas con altas concentraciones de los ligandos (143).

La insulina también en elevadas concentraciones puede interac-

cionar con el receptor del IGF-1, pero no del IGF-11 (139).

ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE IGF-1 E IGF-II

IGFs e insulina ejercen el mismo tipo de acciones biologicas,
incluyendo la estimulacién de la sintesis de DNA en células en

cultivo, el transporte de aminoacidos vy el metabolismo de la
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glucosa (144,145,146). Ambos factores estimulan también la in-
corporacion de sulfato a los proteoglicanos del cartilago (145).
Ademas, IGFs estimulan el crecimiento de las células de granu-
losa y 1la esteroidogénesis. IGF-I induce la proliferacion de
células de granulosa bovina (147). IGF-1 e IGF-1I estimulan la
sintesis de DNA y facilitan 1la secrecit6n de progesterona en

células de granulosa porcina (147).

IGF-1 EN CANCER DE MAMA HUMANO

Todas las lineas de cancer de mama humano examinadas hasta el
momento secretan IGF-1I (148). En esas ceélulas, también han sido
hallados varios mRNAs correspondientes a IGF-1I (149). Cuando en
el cultivo se utilizan medios que contienen rojo fenol, no se
detecta induccion de la sintesis de IGF-I por estrogenos. En
cambio, con medios libres de rojo fenol, el estradiol y la in-
sulina producen un aumento de 2 a 3 veces en la secrecion de
IGF-1 (148). Los antiestrogenos, por el contrario, inhiben la
sintesis de IGF-I (148). Un bhallazqgo interesante es que dos
lineas de cancer de mama, que no poseen receptores para estroége-
nos y son altamente malignas, secretan grandes cantidades de IGF-
I y responden pobremente a IGF-1 exogeno (150).

Hasta el momento, los mecanismos de induccion de la sintesis
y la funcidn bioldgica del IGF-I en el cancer de mama humano se
desconocen. Sin embargo por las evidencias obtenidas se ha

postulado que IGF-I actuaria como un mitégeno autoestimulatorio
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en estas células malignas (148).
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FACTORES DE CRECIMIENTO DE FIBROBLASTOS

AISLAMIENTO Y PURIFICACION

Los factores de crecimiento de fibroblastos acido (aFGF) vy
basico (bFGF) son moléculas intimamente relacionadas que poseen
actvidades bioldgicas semejantes. El origen cientifico de los
FGFs data de hace 50 aRos. Aproximadamente en 1940 se encontro
que homogenatos de cerebro tenian una potente actividad mitoge-
nica sobre fibroblastos en cultivo. Esta actividad era extraor-
dinariamente alta en el sistema nervioso central en comparacion
con una variedad de otros Organos que fueron examinados (151).
En 1973 se encontrd que extractos de hipéfisis también tenian una
importante capacidad mitogénica sobre la 1linea de fibroblastos
Balb/c3T3 (152). Luego Gospodarowicz Yy col. purificaron par-
cialmente factores semejantes a los FGF de extractos de cerebro e
hipofisis , basandose en su capacidad de estimular la prolifera-
Ci6n de la linea Balb/c3T3 (153). Estos autores mostraron que
preparaciones presumiblemente puras induclan la division de una
variedad de tipos celulares de origen mesodérmico, incluyendo las
células del endotelio vascular que hasta ese momento habian sido
un tipo celular dificil de propagar en cultivo.

Inicialmente se pens® que solo existia una clase de FGF el
qQue se propuso derivaba de una proteolisis parcial de la mielina
(factor de crecimiento de fibroblastos basico con un punto isoe-

léctrico de 9.6) (153).
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Posteriormentey se demostro la existencia de un FGF con un
punto 1soeléctrico acido en preparaciones de cerebro (154) Se
establecio ademas que el FGF basico era distinto de la mielina.

Estudios recientes 1indican que los FGFs tienen una funcion
importante en células del endotelio vascular del sistema nervioso
y del tejido conectivo. Ambos factores son multifuncionales,
dado que pueden tanto estimular la division celular como inducir
o0 retrasar la diferenciacion (1595).

Para la purificacion de los FGF basico y acido se han seguido
dos tipos de metodologias. El método de purificacion parcial
del FGF acido (aFGF) de cerebro incluye fraccionamiento salino,
cromatografias de intercambio cationico y de exclusion molecular
y finalmente HPLC (156). Factores semejantes al aFGFs han sido
recientemente aislados y purificados por distintos laboratorios.

Lobb y <col. han purificado un factor semejante al FGF al que
denominaron factor de union a la heparina tipo oL . También han
sido descriptos un factor de crecimiento proveniente del ojo, un
factor de crecimiento de células endoteliales, un factor de
crecimiento derivado de cerebro , un factor de crecimiento de
astroglia y un factor de crecimiento derivado de retina (157).
Todos estos mitogenos de ceélulas endoteliales obtenidos del
sistema nervioso central son muy similares o idénticos al aFGF.

La puficacion del FGF basico (bFGF) se ha llevado a cabo
utilizando métodos semejantes a los descriptos para el aFGF. La
composicion de este material purificado ha demostrado que

no proviene de la mielaina (158). Por otra parte, la amplia
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distribucion del bOFGF asi como también la gran variedad de tipos
celulares sobre los que actua han dado origen a una serie de
denominaciones diferentes para este factor y existen por lo menos
16 sinonimos del bFGF (157).

El otro método de purificacion de aFGF y bFGF se basa en la
alta afinidad de estos factores por la heparina . El procedi-
miento consiste en wuna precipitacidn con sulfato de amonio,
cromatografia en columnas de carboximetil-Sephadex y finalmente
cromatografia de afinidad en columnas de heparina-Sepharosa.

Con este ultimo paso y dependiendo del tejido del cual se ex-—
traigan los FGF, se logra una purificacion de 2000 a 5000 veces

de estos factores (159).

ESTRUCTURA

bFGF esta compuesto por una sola cadena polipeptidica de 146
residuos aminoacidicos. Este factor también puede existir en
otra forma que a la que le faltan los 13 primeros aminoacidos del
extremo N-terminal vy se la denomina des. 1-15 bFGF. Esta forma
truncada tiene 1la misma actividad que la forma nativa lo cual
sugiere que el extremo N-terminal no esta involucrado en la union
con el receptor (160).

aFGF es un polipéptido de 140 aminoacidos que también puede
existir en una forma a la que le faltan los 6 aminoacidos del
extremo N-terminal: des.1-6 aFGF (161).

Existe un 55% de homologia en la secuencia de ambos factores.
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aFGF y bFGF poseen dos sitios potenciales de uniph de heparina,

uno de ellos proximo al extremo N-terminal y el otro al C-ter-
minal (160,161).

El analisis de la estructura secundaria indica que los resi-
duos 37 a 40 y 78 a 81, que son la secuencia inversa de la
Arg-Gly-Asp-Xaa de 1la fibronectina, pueden encontrarse en el
exterior de 1la proteina. De esta forma a través de estos resi-
duos los FGF podrian unirse a los sitios de reconocimiento celu-

lar (161,162).

RECEPTORES

Todos los tipos celulares que responden a bFGF o aFGF poseen
receptores de superficie para estos factores. La densidad de
receptores en celulas diploides normales es baja (163).

En el caso de lineas celulares establecidas. como en las
células BHK-21, se detecta un numero mas elevado de receptores de
membrana (163). Ambos mitogenos pueden desplazarse mutuamente
de la unidn con el receptor (164). Los estudios con reactivos
de entrecruzamiento indican que ambos factores interactuan con
los mismos dos componentes de membrana, uno de ellos de 145 KDa vy
el otro de 125 KDa (164). Quantitativamente bFGF posee mas
afinidad por la especie de 145 KDa, mientras que aFGF por la de
125 KDa (164).

Los FGFs wunidos a su receptor de membranq son internalizados

lentamente (163). En contraste con otros factores de crecimien-
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to, aparentemente los FGFs no son degradados en la ceélula (163).
Tampoco se ha podido detectar 1la fosforilaciétn en residuos
tirosina del receptor después de la unidn de estos factores (163)
Hasta el momento, no se ha examinado la fosforilacion del
receptor en residuos treonina o serina, que podria ser relevante
para la actividad biologica de los FGFs dado que se ha demostrado

que bFGF activan a la proteina quinasa C (165)

ACTIVIDADES BIOLOGICAS

La mayoria de los estudios biolégicos con FGFs han sido hechos
con el DbFGF. Solo ultimamente se ha investigado el aFGF el que
de acuerdo a lo esperado, dada la homologia en la secuencia de
ambos factores, tiene las mismas actividades que el bFGF. A
pesar de que se ha descripto que aFGF es de 30 a 100 veces menos
potente que la forma basica, probablemente esta diferencia resul-
ta de una inactivacion parcial del factor acidico (166). En
presencia de heparina,que aparentemente estabiliza la confor-
macion activa del afFGF y disminuye 1la Kd del receptor, la ac-
tividad del aFGF aumenta hasta 100 veces (166). De esta forma,
en presencia de heparina ambos factores tienen la misma potencia.

FGFs actuan como potentes mitdégenos sobre una gran variedad
de tipos celulares incluyendo cultivos primarios de fibroblastos,
células del endotelio vascular vy de la cornea, condrocitos,
osteoblastos, mioblastos, células de musculo liso y ceélulas de la

glia (167,168). Hasta el momento FGFs ha sido fundamentalmente
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utilizado in "vitro” para desarrollar nuevas lineas celulares.

El agregado de FGFs a cultivos de ceélulas de origen mesoder-
mico disminuye notablemente el tiempo de duplicacion de las
celulas (169).

FGFs también tienen efectos en la diferenciacion celular.
Estos factores estabilizan la expresion fenotipica de ceélulas
en cultivo (170). Esta caracteristica ha permitido el cultivo a
largo plazo de tipos celulares que de otra forma hubiesen perdido
sus fenotipos normales en sucesivos pasajes. En efecto, células
del endotelio vascular o de la coOrmea cuando son cultivadas en
presencia de FGFs conservan en confluencia todas las caracteris-
ticas funcionales y morfologicas del endotelio del cual provienen
(170).

FGFs inducen a las células del endotelio capilar a organizarse
en tubulos que se asemejan a capilares sangquineos y pueden
estimular los procesos caracleristicos de la anglrogénesis "in
vivo", 1ncluyendo la migracion de las células endoteliales,

y la produccion del activador del plasminogeno (171).

Sobre condriocitos FGFs pueden actuar como mitdgenos o como
agentes de diferenciacion (172).

FGFs promueven la diferencliacion de preadipocitos de ovelja
(173).

Uno de los efectos mas interesantes de los FGFs en la diferen-
ciacio6n celular se observa en células nerviosas. Inicialmente
Guroff y col. (174) describieron que bFGF actuaba induciendo

diferenciacion en la linea celula- de feocromocitoma de rata
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PC-12. Posteriormente, se demostro que aFGF produce los mismos
efectos y que esta linea posee receptores para FGFs (1795).

En medios libres de suero bFGF aumenta la sobrevida de las
neuronas (176). Estos resultados sugieren que FGFs pueden
actuar como agentes neurotropicos en el sistema nervioso central.

FGFs poseen también efectos inhibitorios sobre la diferen-
ciacion celular. Asi, bFGF puede retrasar la diferenciacibon y
fusion de los mioblastos (177).

Hasta el momento hay pocos conocimientos sobre la actividad
biolodgica de 1los FGFs "in vivo". Sin embargo, se conoce que
aFGF y bFGF inducen la angiogénesis (178).

Por otra parte, dado el gran espectro celular sobre el que
actuan, probablemente 1los FGFs sean factores de crecimiento que
estimulen la mitosis coordinada de multiples tipos celulares
durante el desarrollo animal (157).

Existen diversas respuestas bioquimicas inducidas por FGFs en
las células en cultivo. Estas, han sido estudiadas fundamental-
mente con el bFGF. La estimulacion de fibroblastos Swiss 3T3
quiescentes con bFGF produce la elevacion de los niveles de dia-
cilglicerol, la movilizacion de Ca=*, vy 1la activacion de la
proteina quinasa C (179). También el agregado de FGFs a cul-
tivos de células Balb/c3T3 produce un aumento en la sintesis de
proteinas, fundamentalmente proteinas de secrecion (180,181).

Los FGFs inducen la expresion de dos oncogenes: c-fos y c—mycC

(182,183).
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FGFs Y TRANSFORMACION MAL IGNA

Dada las actividades biologicas de los FGFs se ha postulado
que pueden estar involucrados en el proceso de crecimiento tumo-
ral.

En efecto, si alguno de los FGFs o bien un oncogen equivalente
a estos mitogenos fuese expresado en forma anormal en las células
neoplasicas podria inducir 1la hiperplasia que generalmente se

observa en 1los tejidos que rodean a las ceélulas tumorales, la
estimulacion autocrina de las células malignas, y la angiogénesis

en el tumor (151,157).



FACTORES DE TRANSFORMACION

INTRODUCCION

Los factores de transformacion (TGFs) constituyen un grupo de
polipéptidos con caracteristicas unicas dentro de los factores de
crecimiento, dada su capacidad de conferir un fenotipo neoplasico
a8 células indicadoras no transformadas. El fenotipo neoplasico
se define operacionalmente por 1la pérdida de la inhibicion por
contacto, el sobrecrecimiento en monocapa, cambios caracteris-
ticos en la morfologia celular e independencia del anclaje con la
correspondiente capacidad de formar colonias en medio semisolido
de agar (184).

La descripcion original de 1los TGFs data de 1978 cuando
Todaro y De Larco interesados en las propiedades que distinguen
las células malignas de las normales, notaron que las células de
rata o raton transformadas por el virus del sarcoma de Moloney
perdian sus receptores para el EGF (185). Observaron ademas que
éste no era un mecanismo general de transformaciOn’dado qQue no se
presentaba en la mayoria de las células transformadas quimicamen-
te, ni tampoco en las transformadas por virus a DNA. Postularon
asi que las células transformadas por el virus del sarcoma de
Moloney producian una sustancia capaz de interactuar con los
receptores del EGF (185).

Estos autores aislaron del medio condicionado de fibroblastos
de rata o raton transformados por el virus del sarcoma de Moloney
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un polipéptido al que denominaron factor de crecimiento del
sarcoma (SGF) (186). Las propiedades descriptas para este
factor fueron varias: i) competia para unirse a los receptores
del EGF, pero no presentaba reacciones inmunologicas cruzadas con
anticuerpos anti-geGF y 11) su peso molecular era de 10 KDa y su
punto isoeléctrico de 6.8, ii)producia transformacion fenotipica
en las ceélulas indicadoras normales NRK-49F (fibroblastos de
rifson de rata), siendo este efecto reversible al retirar el SGF
del medio (187).

A partir del descubrimiento del SGF, prosiguié la busqueda de
factores semejantes y poco tiempo después Ozanne y col.(188) ais-
laron actividades transformantes en 1os medios condicionados de
células de rata y raton transformadas por el virus del sarcoma de
Kirsten. En 1982 Twardzik y col.(189) comprobaron que fibroblas-
tos de embrion de rata transformados por el virus de Abelson de
la leucemia murina producian vy liberaban un factor de transfor-
macion. Moses vy col.(190) aislaron actividades transformantes
del medio condicionado de lineas celulares de ratéon AKR-MCA vy
C3H/MCA-58 transformadas quimicamente. Todaro vy col.(191)
demostraron la presencia de un factor transformante en el medio
condicionado de lineas celulares de canceres humanos.

En 1980 Roberts y col.(192) describieron un proceso de ex-—
tracion 4cido alcohdlica de peéptidos intracelulares modificando
el método utilizado para la obtencion de péptidos bioldgicamente
activos como insulina (193). Utilizando esta técnica de extrac-

cion fueron aislados factores similares al SGF de una gran varie-
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dad de ceélulas tumorales, y todas estas actividades transforman-
tes fueron denominadas en forma general factores de transfor-
macion. Un hallazgo inesperado fue la extracci6tn de TGFs de
distintos tejidos normales de rata (194), sin embargo una de las
caracteristicas de estos TGFs era que su actividad en el ensayo
de transformacion de las ceélulas NRK-49F era potenciada por el
agregado de EGF exogeno.

De acuerdo a esto, se postulo que estas actividades transfor-
mantes constitulan un nuevo tipo de TGFs (195,196).

Finalmente, purificando los TGFs por cromatografia 1liquida de
alta presidon se evidencid la existencia de dos tipos de factores
de transformacion.

El primero de ellos llamado TGF-e& no requiere el agregado de
EGF en el ensayo de transformacion de las células NRK-49F y es
capaz de desplazar al EGF de la union a sus receptores (197).
El sequndo tipo requiere la presencia de EGF para promover trans-—
formacion fenotipica de las células NRK-49F y no compite por los
receptores del EGF. A éste se lo denomino TGF-B (198).

Posteriormente se determino que ni el TGF-= ni el EGF podian
por si mismos transformar a las células NRK-49F, ambos requieren
la presencia de TGF-8 (199). De esta forma y utilizando HPLC se
demostro que en el originalmente denominado SGF estaban presentes
TGF=L y TGF-B (200).

El estado actual del conocimiento de TGFs ha permitido es-
tablecer que TGF-l y TGF-B son dos entidades estructural y biolo-

gicamente diferentes (201), habiéndose encontrado también ac-
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tividades transformantes que por sus caracteristicas no pueden

ser inclufidas en ninguno de estos dos grupos (202,203,204,203).



TGF-alfa

ESTRUCTURA Y PRECURSOR

La purificacion y secuenciacidon de TGF-wlL tanto humano como de
rata ha establecido que estd compuesto por una sola cadena poli-
peptidica de 50 residuos aminoacidicos (PM 5.7 kKDa) con tres
puentes disulfuro intracatenarios en posiciones homologas a las
del EGF (104). La homologia entre la secuencia del TGF-eL y el
EGF es de aproximadamente 407 (206). También se ha demostrado una
importante homologla entre EGF, TGF-o ¥ las proteinas producto
del! virus vaccinia y del virus de fibroma de Shope (207,208),
conservandose la posicion de los tres puentes disul furo.

El clonado de los cDNA correspondientes al TGF-o humano y de
rata ha demostrado que esta codificado por un mRNA de 4.3-4.8 kb
(99,100,104,209). De acuerdo a esto, el TGF-d maduro se sin-
tetiza a partir de un precursor de 160 residuos aminoacidicos del
cual los extremos carboxi-terminal (71 aminoacidos) vy amino-
terminal (39 aminoacidos) son clivados por una proteasa que corta
entre residuos alanina y valina (210). De acuerdo a la secuen-
cia deducida para el precursor, el procesamiento del mismo deja-
ria en el extremo C-terminal wun péptido hidrofobico, rico en
resi1duos cisteina vy por 1lo tanto con las caracteristicas de una
proteina de transmembrana (210). La conservacion de la secuen-
cia de este péptido entre rata vy humano es altisima ewistiendo

sO0lo un aminoacido sustituido, lo que sugiere una funcion biolo-
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gica importante para esta proteina (201). En el genoma humano
el TGF-o se localiza en el cromosoma 2 (211).

Han sido descriptos TGFs-d de alto peso molecular (18-20 KDa)
(212,191) y de acuerdo a las evidencias con que se cuenta actual-
mente, estos podrian originarse a partir del procesamiento par-

cial del precursor de 160 aa (210).

RECEPTOR

Una de las caracteristicas mas interesantes del TGF-o es su
capacidad para unirse a los receptores del EGF (105,213)

La interaccion del TGF-« con el receptor de membrana del EGF
causa los mismos efectos que este ultimo factor, es decir, se
fosforilan residuos tirosina en la molécula del receptor y éste
activado actua como tirosina quinasa (214).

Estudios realizados en varios tipos de células intactas vy en
preparaciones de membrana han demostrado que EGF y TGF-«&L purifi-
cados tienen una afinidad equivalente por el receptor (105,213) vy
son equipotentes en la activacion de la tirosinma quinasa asociada
a este (213). El TGF-& recombinante solo tiene wuna efectividad
del 557 en los ensayos de competencia por el receptor de EGF

(215).



ACTIVIDAD BIOLOGICA

De acuerdo a lo que podria esperarse de la uniéon de EGF vy
TGF-& al mismo receptor, la mayoria de las actividades biologicas
de ambos factores son idénticas. In vitro EGF y TGF-« tienen
actividad mitogénica equipotente sobre cultivos de fibroblastos
en monocapa (216); en las 1lineas celulares gue requieren la
accion sinérgica de TGF-« y otros factores de crecimiento para
desarrollar colonias en medio semisolido , la presencia de TGF-«
y EGF es equivalente (217). En dos ensayos in vivo , la es-
timulacion de 1la apertura precoz de los parpados en ratores
recien nacidos y la 1inhibicion de la secreci6bn acida gastrica,
ambos factores ejercen el mismo efecto (219). Sin embargo, en
otro ensayo in vivo, se ha demostrado que el TGF-d es mas potente
que EGF en la estimulacion del desarrollo lébuloalveolar de la
gldndula mamaria de ratéon (220)

Existen evidencias que indican que la actividad biologica del
TGF-ol podria ser superior a la del EGF en : i) la induccidn de la
angiogénesis en un modelo experimental de hamster (221) ii) 1la
estimulacion de 1la liberacién de calcio de huesos de fetos (222)
iii) el aumento de la actividad osteoclastica (223) vy 1iv) la
reparacion de heridas de tejido epitelial (224). No se descarta
sin embargo, que esta mayor actividad pueda deberse a diferente
estabilidad de ambos factores, diferencias en sus propiedades

farmacocinéticas, o bien a la existencia de un receptor con mayor
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afinidad por el TGF-d.

Respecto del papel fisiologico del TGF—/, su aislamiento de
embriones de rata y raton de distinta edad gestacional, de pla-
centa humana y de tejidos fetales ovinos indica que podria tener
una participacion en el desarrollo embrionario normal (184,204,-
223). Ademas, trabajos recientes describen: i) la secrecidn de
TGF-ol por células normales de hipofisis bovima en cultivo (226),
ii) la expresion de TGF-Jd  en queratinocitos normales, 1o que
también es una evidencia de wuna funcion fisiolbgica del TGF—L

(227).

RELACION ENTRE TGF-ol , TRANSFORMACION MALIGNA Y ONCOGENES

El hallazgo de TGF-o|l en una gran variedad de lineas celulares
tumorales, celulas transformadas por virus y tumores primarios
(228,229). ha sido considerado como una evidencia de la par-
ticipacion de este factor en el proceso de transformacidon neopla-
sica.

Se ha postulado que el TGF-ol puede actuar como un factor auto-
crino positivo en las ceélulas maligras, contribuyendo a la proli-
feracion sin control de las mismas (Z,4).

Derynk y col. (228) han demostrado la presencia del mRNA co-
rrespondiente al TGF-ol en wuna variedad de tumores primarios
humanos, particularmente en carcinonas. Muchos de 1o0s tumores

que presentaban este mRNA, expresaron también altos niveles del
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mRNA del receptor del EGF.

Resul tados semejantes han sido obtenidos recientemente con
tumores de mama humanos, en los cuales se ha detectado tanto la
presencia de TGF—l como de receptores para EGF (229)

Solo recientemente se ha podido demostrar una relacion entre
TGFwy oncogenes. En efecto Cutry vy col. (230) hallaron que
TGF-ol y EGF inducen la expresion de c-myc y c~-fos en las células
C3H 10T1/2. El tratamiento de estas ceélulas con ambos mitogenos
produce un aumento de 8 veces en los niveles de mRNA de c-myc y
de 12 a 14 veces en los de c-fos.

Finzi y col. (231) para investigar las propiedades transfor-
mantes de TGF-< trabajaron con plasmidos que contenian 1a secuen-
cia completa que codifica para el TGF—-l humano bajo el control
transcripcional de un promotor viral. Cuando se transfectaron
células NIH 3T3 con los plagsmidos construidos de la manera des-
cripta, éstos no fueron capaces de promover transformacion mor-
foldgica en las células. Por el contrario, la transfeccitn con
dos oncogenes virales v-erb B y v-sis indujo el desarrollo de
focos de transformacion en cultivos de células NIH 373, Las
células transfectadas secretaban grandes cantidades de TGF—l ,
presentaban "down regulation” de los receptores del EGF y su
crecimiento era inhibido por anticuerpos anti TGF-aL . Todos
estos resultados indican que TGF-da es un agente promotor del
crecimiento de las células NIH 373, pero nmno actuag como un oncogen
cuando estd sobreexpresado en estas células.

La transfeccidn de la linea de células de epitelio intestinal
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de rata con el oncogen H-ras produce la transformacion neoplasica
de la misma y la sobreexpresion del mRNA de TGF</(232).

Otro hallazgo reciente es que en 1la linea celular de céancer
de mama humano MCF-7 TGF-ol induce la activacion del protooncogen

c-fos (233)



TGF-B

ESTRUCTURA

Dentro de los factores de crecimiento el TGF-8 es sin duda uno
de los mas interesantes por ser un regulador multifuncional de la
proliferacion celular. En efecto, dependiendo del tipo celular
sobre el que actue, las condiciones de cultivo y los otros fac-
tores de crecimiento presentes en el medio, puede estimular
la proliferacion celular o inhibirla (1,2,4,6,8).

TGF-B ha sido aislado de numerosos tejidos normales y neopla-
s1c0s y se lo ha purificado de varias fuentes: plaquetas humanas

(234), placenta humana (235), rifon bovino (236) células de rata

transformadas por el virus de sarcoma de felinos (237), ceélulas
murinas transformadas L-929 (238), plaquetas porcinas (239), y
huesos bovinos (240). Las plaquetas constituyen la fuente de

extraccion mas importante de TGF-B, sin embargo el mayor reser-
vorio de TGF-B en el organismo son los huesos.

La composicion de la molécula del TGF-3 aislada de cuales-
qQuiera de estas fuentes es la misma: dos cadenas polipeptidicas
de 112 residuos aminocacidicos vy PM 12 KDA unidas por puentes
disul furo formando un homodimero de 23-25 KDa (234,235,236,237,~
238,239,240).

La secuencia aminoacidica del extremo N-terminal (30 aminoaci-

dos) del TGF-f3 humano (241), bovino (240), murino (242) y de rata
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es idéntica (237). La secuencia aminoacidica total, deducida del
cDNA del TGF-f8 bovino y humano es idéntica, mientras que el TGF-f
murino difiere en un aminoacido en la posicidn 75 (241,242).
Hasta 1987 ésta era 1la unica forma de la molécula del TGF-{

conocida, en ese aro Cheifetz y col. (239) aislaron de plaquetas
porcinas una nueva forma homodimérica del TGF-B8, a la que llama-
ron TGF-B2 y una forma heterodimérica TGFB1.2. Al TGF-B origi-
nalmente aislado de plaquetas lo denominaron TGF-fi1. Seyedin vy
col. (240) también encontraron TGF-32 y TGF-fB1.2 en huesos bovi-
nos. El descubrimiento de estos nuevos TGFs se produjo utili-
zando un paso mas en el procedimiento habitual de purificacion.
El TGF-B de plaquetas porcinas, obtenido de la segunda columna
de cromatografia liquida de alta presién en fase reversa, muestra
una sola banda en 1os geles telRidos con plata. Sin embargo
cuando este material se purifica utilizando una columna de
Synchropac C~4 se obtiene la separacion de los tres tipos de
TGF-B (239).

Al comparar los 22 aminodcidos del extremo N-terminal del
TGF-B1 vy TGF-B2 solamente se observo un 59% de homologia en la
secuencia aminoacidica. Hasta el momento no se conoce la se-
cuencia del extremo C-terminal del péptido. Anticuerpos contra
los aminoacidos 64-91 del extremo C-terminal del TGF-B1 humano
reconocen igualmente TGF-f31 humano y bovino, pero no reconocen
TGF-B2 en 1los "inmunoblots" (239). A pesar de estas diferen-
cias,las semejanzas entre TGF-B1 y TGF-B2 son numerosas.

Ambos tienen un peso molecular de 25 KDa, y son homodimeros de
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sus respectivas cadenas, que estan unidas por puentes disulfuro

(239). Sorprendentemente, muchas de las actividades biologicas
de ambos factores son idénticas. Estas actividades incluyen la
induccidn de la formacion de colonias, en medio semisolido, de

las células NRK-49F y AKR-2B, la 1inhibicion del crecimiento de
télulas epiteliales vy de 1la adipogénesis y la 1induccion del
fenotipo condrogénico (239,243,244,245,246). Evidencias re-
cientes indican diferencias entre TGF-B1 y TGF-32 en la requla-
ci6n de la hemopoyesis (247,248). En efecto, TGF-B1 es un
potente inhibidor de la proliferacion de los progenitores hemopo-
yeticos, no habiéndose determinado esta actividad para TGF-f32
(248).

Massagué y col. han demostrado la existencia en varias lineas
celulares de receptores con distinta afinidad por TGF-fil y TGF-f32
(249). De acuerdo a estos hallazgos Massaqué ha sugerido que
una de las formas de reqular la respuesta de las celulas al TGF-f
podria ser a través de la presencia de multiples formas del

factor y de receptores con afinidades diferenciales.

PRECURSOR

El cDNA correspondiente al TGF-31 se aisl®d de una biblioteca
de genes de placenta humana (241). En el genoma humano el TGF-f3
se localiza en el brazo largo del cromosoma 19 (4). Los es-

tudios de hibridizaciotn han demostrado que el mRNA del TGF-3
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tiene aproximadamente 2.5 Kba. La seral transcripcional
comienza B840 pares de bases mas alla del extremo S5 vy 1la

lectura comprende 1173 nucleotidos. El1 precursor codificado posee
390 aminoAcidos y el peéptido maduro esta codificado en el extremo
C-terminal (241).

El cDNA del precursor del TGF-B murino también ha sido aislado
(242) a partir de una biblioteca de cDNA, derivado de mRNA de una
linea de monocitos murina, tratada con ésteres de forbol.

La secuencia aminoacidica deducida indica que el TGF-81
murino, de la misma forma que el humano, se sintetiza como
un precursor de 390 aminoacidos correspondiendo los 112 aa del
extremo C-terminal al peéptido maduro. Dos areas del precursor
muestran un altisimo grado de homologia con la forma humana. Una
de esas regiones corresponde al peéptido maduro, mientras que la
otra corresponde al extremo N-terminal del precursor, sugiriendo
una funcion bioldégica para esta zona (242).

El gen que codifica para el TGF-B2 no ha sido clonado.

En los estudios de hibridizacion utilizando sondas de cDNA
se ha demostrado que en varios tejidos tanto normales como neo-
Plasicos se expresa un mRNA de 2.5 Kba (228,241). En 1987
Derynk y co0l1.(228) aislaron RNA de tejidos tumorales vy de los
tejidos normales que rodean al tumor y observaron un aumento en
los niveles de mRNA de TGF-B8 en las ceélulas malignas. Resultados
similares fueron obtenidos trabajando con lineas de fibroblastos
y con estas mismas ceélulas transformadas por retrovirus (242).

La activacion de lifocitos humanos de sangre periférica, conduce
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también al aumento de los niveles de mRNA de TGF-f3 (241).

RELACION ENTRE TGF-B Y OTROS FACTORES DE CRECIMIENTO Y DIFEREN-

CIACION CELULAR.

Recientemente, varios hallazgos han evidenciado la existencia
de una serie de factores polipetidicos estructuralmente y fun-
cionalmente relacionados con el TGF-8. Estos son, en mamiferos,
las inhibinas y activimnas (250), y 1la sustancia inhibitoria de
Muller (MIS) (251) y en Drosophila los productos correspondientes
al complejo génico decapentaplélico (DPP-C) (252). El analisis
de los cDNA de estos polipéptidos indica que se sintetizan como
precursores de alto peso molecular, existiendo una importante
homologia en el extremo C-terminal de todos ellos. Es este
extremo el que se cliva para dar la forma madura del factor
(250,251,252,253). Una de las caracteristicas mas interesantes
es la conservacion de multiples residuos cisteina involucrados en
la formaciotn de puentes disulfuro intra e intercatenarios.
Varios miembros de esta familia de polipéptidos participarian
aparentemente en procesos de reparacion tisular vy en la embrio-
génesis.

Los productos del gen Decapentapléjico de Drosophila par-
ticipan en eventos criticos del desarrollo embrionaric como la
especificacion dorsoventral Yy la morfogeénesis de los discos
imaginales (252).

La secuencia aminoacidica deducida para 1los productos del gen
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DPP-C muestra un 36% de homologia con la del TGF-f1 vy

de igual forma que en este factor la forma madura del polipéptido
se supone que es un dimero unido por puentes disulfuro que actua
en forma autocrina o paracrina (252).

La sustancia inhibitoria de Muller (MIS), qQque se localiza en
testiculos de mamiferos, causa la regresidtn de 1los ductos de
Muller durante el desarrollo embrionario del tracto reproductivo
de mamiferos. MIS es un homodimero compuesto por dos cadenas de
70-72 KDa wunidas por puentes disulfuro con homologia en su ex-
tremo C-terminal con el TGF-B (251). A diferencia de los otros
miembros de esta familia de polipéptidos el precursor del MIS no
es clivado para dar el peptido maduro (253).

Las inhibimas y activinas estan involucradas en la regulacioén

de la secrecion en la hipodfisis de hormona foliculo estimulante

(FSH) . Las inhibinas, que se encuentran en ovario y testiculo,
son dos proteinas heterodiméricas (PM 32KDa) formadas por una
subunidad o y dos tipos de subunidad B: BA y 3B (250,253).

Ambas proteinas suprimen la secrecidn de FSH en la hipé6fisas.

Las activinas, también de origen gonadal, son dimeros compues-
tos de cadenas 3A y f3iB que estimulan la secrecio6tn de FSH en la
hipofisis (250,253).

No se conoce aun el modo de accidn de inhibinas vy activinas
aunque su naturaleza antagonista sugiere la posibilidad de que
los dimeros oL -B vy B-B compartan un receptor de superficie que
reconozca a subunidad 3. De esta forma solo los dimeros -0

serian capaces de desencadenar los eventos posteriores a la union
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con el receptor, tal vez interactuando con dos moleculas de
receptor al mismo tiempo. Otra posibilidad es que activinas e
inhibinas interactuen con distintos receptores de superficie

que actuén en forma antagbnica sobre idénticos sustratos celu-
lares (253). E1 TGF-B es capaz de ejercer los mismos efectos que
las activinas sobre ceélulas de hipofisis, lo que podria
explicarse considerando que TGF-f es un homodimero 3-8 y por esto
podria interactuar con el receptor de las activinas (253). Sin
embargo, un resultado sorprendente es qQue las activinas e in-
hibinas no tienen afinidad por el receptor del TGF-8 (253).

La familia de polipéptidos relacionados con el TGF-8 es un
complejo grupo de factores con caracteristicas completamente
diferentes a las de otros grupos. Padgett y col. (252) han
sugerido que dada la homologié existente entre los productos del
DPP-C en Drosophila y el TGF-f3 e inhibinas y activinas en mamife-
ros al menos dos proteinas relacionadas con el TGF-B existian en

el momento de la divergencia entre artropodos y vertebrados.

RECEPTORES

Se han detectado receptores de membrana, a los cuales el

TGF-B se wune en forma especifica y saturable, en una gran varie-
dad de células de origen epitelial y mesenquimal (239,249).

El estudio de los parametros de uniédon del TGF-B8 a su receptor

y de las concentraciones de TGF-f3 que producen respuestas biolo-
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gicas ha demostrado que que para una maxima respuesta sblo se
requiere unpa ocupacion de 10 a 207% de los receptores (249).

Los receptores del TGF-f3 presentan varias particularidades.
En primer lugar dependiendo del tipo celular o bien no estan
sugetos a "down regulation" (249,254), o s6lo son regulados en
un 50 a 70% por altas concentraciones del ligando (255), por
transformacion quimica (256) o en ceélulas transformadas por
virus, que secretan altas concentraciones de TGF-f3 (237). Por
otra parte el tratamiento de las células con ciertos agentes que
influencian los efectos biologicos del TGF-8, como los ésteres
del forbol, el acido retinoico u otros factores de crecimiento,
no afectan la union del TGF-P a sus receptores (257).

Todas las celulas examinadas hasta el momento, excepto
seis lineas celulares derivadas de retinoblastomas, presentan
receptores para el TGF-B. El analisis de la union del TGF-B a
sus receptores en células normales de origen fibroblastico,
epitelial, endotelial o hemopoyético, en células tumorales,
células transformadas por RNA o DNA virus y células transformadas
por carcinogenos quimicos ha demostrado que todas poseen recep-
tores, variando el numero desde 600/célula hasta 80.000/célula
(258). Una de las caracteristica del receptor del TGF-B es que
no presenta actividad de tirosina quinasa (237,258) Esto lo
diferencia de los receptores para otros GFs como EGF, PDGF IGF-I
e insulina.

Sin duda, la amplia distribucion del receptor del TGF-83,

su resistencia a la modulacion asi como también el alto grado de
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conservacion evolutiva del factor sugieren un papel fisiologico

peculiar para TGF-f3.

ESTRUCTURA DEL RECEPTOR

Utilizando el reactivo de entrecruzamiento disuccinimidil
suberato Massagqueé y col. (249) aislaron de celulas tanto epite-
liales como mesenquimales el primer tipo de receptor descripto
para el TGF-f3. Este, es un complejo glicosilado de peso molecu-
lar 565-600 kDa formado por dos subunidades de 280-330 KDa.

Otras formas del receptor de TGF-38 han sido identificadas
también por el uso de reactivos de entrecruzamiento. Especies de
85 y 65 KDa han sido aisladas en la mayoria de las células exami-
nadas (239). Los dominios de union de las especies de 280 y 65
KDa son similares, pero el dominio de la especie de 85 KDa
es distinto del anterior (239).

El hallazgo de distintas formas de TGF-f3 hizo necesario exa-
minar posibles diferencias en la union de TGF-B1 y TGF-#32 a los
receptores.

El analisis de Scatchard de la union del TGF-B1 y TGF-f32 a las
células NRK-49F yv a la linea AS49 de carcinoma humano de pulmon
demuestran que hay menos receptores para TGF-f32 en ambas lineas ,
pero que ambos ligandos se unen con la misma afinidad(239). Las
experiencias en que se utilizan los TGFs-Bl1 vy 2 frios para com-
petir con los TGF-B1 vy 2 marcados con *=2] en estas dos lineas

celulares, sugieren que las ceélulas NRK poseen sitios especificos
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para TGF-B2, que no pueden unir TGF-B1 y las células A5S49 poseen
sitios especificos de union del TGF-B1 (239).

Los estudios con reactivos de entrecruzamiento de la wunion de
TGF-B1 y 2 a 1os receptores de membrana han dado resultados
discrepantes. Cheifetz y col. (239) han descripto que TGF-f31 vy
2 se unen con igual afinidad a la especie de 280 KDa, pero que
TGF-31 tiene mayor afinidad por las especies de 65 y 85 KDa.

Sin embargo, Segarini y col. (259) proponen la existencia de
dos especies distintas de 280 KDA una de las cuales tiene la
misma afinidad por TGFB 1 y 2 y otra con mayor afinidad por TGF-

2.

EFECTOS BIOLOGICOS

Dada la caracteristica del 7TGF-B de actuar como regulador
multifuncional de la proliferacion celular sus efectos bioloégicos
“in vitro" pueden dividirse en 1) Estimulacion de la prolifera-
cion I1) Inhibicidn de la proliferacion 1I1) Efectos regulatorios

I) Efectos estimulatorios.

En forma general puede considerarse que el TGF-f3 estimula
la proliferacion de células de origen mesenquimal. Sin embargo,
tal como hemos mencionado anteriormente, los efectos del TGF-B
sobre la proliferacion celular dependen ademas del tipo celular
de las condiciones del cultivo y de los otros factores de creci-

miento que actuan en forma conjunta con TGF-@.
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TGF-0 estimula el desarrollo de colonias de los fibroblastos
NRK-49F en medio semisoOlido de agar (194). Actualmente se
conoce que para inducir el fenotipo transformado en esta linea
celular es necesaria la presencia de PDGF, EGF e IGF-II junta-
mente con TGF-3 (199). TGF-3 es capaz de promover el desarrollo
de colonias de los fibroblastos de embrion de raton AKR-2B en
ausencia de cualquier otro factor de crecimiento (260). TGF-B
estimula también el crecimiento en medio semisolido de fibro-
blastos de piel humana (261) y conjuntamente con IGF-11 es capaz
de promover el fenotipo neoplasico en células Balb/c3ITI (261)

Cuando se realizan las experiencias en monocapa, los efec-
tos del TGF-3 son diferentes. Asi, TGF-B inhibe la estimulacion
de la sintesis de DNA inducida por EGF en células NRK-49F (262).

El efecto de este factor sobre las células AKR-2B en monocapa
es particularmente interesante. En los experimentos iniciales,
se observo que 1) TGFB no tenia efecto mitogénico sobre células
AKR-2B 1ii) TGF-B8 inhibia la sintesis de DNA inducida por EGF e
insulina (263). Sin embargo, hallazgos posteriores demostraron
que TGF-3 induce en las células AKR-2B la sintesis de DNA a las
24 horas de incubacion (264)

Esta prolongada fase prereplicativa es unica del TGF-@3, dado
que otros mitogenos como PDGF, EGF o FGF estimulan la sintesis de
DNA a las 12-14 horas de incubacion. Esto llevd a postular que
la accion de TGFB sobre AKR-2B seria indirecta. En efecto Leof y
col. (265) demostraron que 1la incubacion de las células AKR-2B

con TGF-B induce en primer término un aumento en la expresion del
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mRNA correspondiente al c-sis, seguida por el correspondiente
aumento en el medio de cultivo de la concentracion de una pro-
teina semejante al PDGF. Finalmente, se observa una elevacion
en la expresion de los mRNA correspondientes a los protooncogenes
c-myc y c-fos, cuya expresion tal como hemos mencionado anterior-
mente, esta regulada por el PDGF. De acuerdo a estos resul-
tados, se ha propuesto que el efecto mitogénico del TGF-B sobre
AKR-2B esta mediado por la inducciédn del c-sis y por la accion
autocrina de PDGF.

Experiencias realizadas con fibroblastos de Fisher 3T3
transfectados con el c-myc han demostrado que el efecto del TGF-B
sobre la proliferacion celular depende de los otros GFs presentes
(262). TGF-3 promueve el desarrollo de colonias, en medio semi-
sO0lido, de estas ceélulas actuando en forma sinérgica con PDGF.
En cambio, en estas mismas condiciones de cultivo inhibe la
estimulacion producida por EGF.

En fibroblastos de embriones humanos el efecto de TGF-3 de-
pende del desarrollo de las células (201,253). TGFR estimula la
sintesis de DNA en fibroblastos obtenidos de embriones de poca
edad gestacional pero inhibe la proliferacion de fibroblastos de
embriones de mayor edad gestacional.

TGF-B actua como un potente mitdgeno sobre osteoblastos en
cultivo (266). Estas células también sintetizan el factor, lo
qQue sugiere una probable estimulacion autocrina de TGF-f3 en el
hueso.

Recientemente se ha demostrado que TGF-B8 tiene actividad
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mitogénica sobre las ceélulas de Schwann del sistema nervioso

periféerico (201).

II) Inhibicion de la proliferacion

Tal como mencionamos anteriormente, en forma general puede
considerarse que TGF-f estimula 1la proliferacion de ceélulas de
origen mesenquimal e inhibe a las ceélulas de origen epitelial o
neuroectodérmico. El1 TGF-8 actua como un potente inhibidor de la
proliferacion de células epiteliales normales y de ciertas celu-
las epiteliales tumorales (263,264).

La primera evidencia del efecto inhibitorio sobre la prolife-
racion celular del TGF-B se obtuvo con estudios en la linea BSC-1
de células de rintn de mono (263). En el medio condicionado de
esta linea Holley y «col. (263) describieron una sustancia in-
hibitoria, demostrandose posteriormente que se trataba del TGF-f3
O un péptido directamente relacionado con éste.

El TGF-8 inhibe 1la proliferacion de células epiteliales de
bronquios (267), higado (268), piel (26%9) e intestino (246). Se
conoce actualmente que las ceélulas neoplasicas de piel, bronquios
e higado han perdido la sensibilidad al TGF-B (268,269). En la
linea celular MviLu de epitelio pulmonar normal TGF-81 y TGF-B2
son equipotentes en la inhibicion de la incorporacion de (TH)ti-
midina (239). En las células del epitelio renal el TGF-0 inhibe
la estimulacion mitogénica de la insulina vy la hidrocortisona,

pero no bloquea la sintesis de proteinas inducida por estos
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factores, con 1o cual se produce 1la estabilizacion del estado
diferenciado e hipertrofia celular (201).

Entre las ceélulas de origen mesenquimal sobre las cuales el
TGF-B tiene efectos inhibitorios se encuentran los linfocitos B
y T, que ademds de sintetizar TGF-B tiemen receptores para el
factor y las células del endotelio vascular (270). Se ha suge-
rido que sobre linfocitos el TGF-f} actua como un regulador auto-
crino negativo inhibi@ndo la proliferacion clonal excesiva y la
sintesis de inmunoglobulinas. De igual manera, el efecto an-
tiproliferativo del TGF-3 sobre el endotelio vascular puede
determinar una regeneracion ordenada de los capilares en los
sitios donde se produce injuria vascular,

Sobre células neoplasicas, también se han descripto efectos
antiproliferativos del TGF-@3. Roberts bha descripto que TGF-{3
inhibe el desarrollo de colonias en medio semiso®lido de agar de
lineas celulares tumorales provenientes de carcinomas, sarcomas y
melanomas (262).

Las celulas AS549 de un carcinoma humano de pulmon son extrema-
damente sensibles a la inhibicion del TGF-B3. Su crecimiento
independiente del anclaje es completamente bloqueado por el
factor y en cultivos en monocapa TGF-3 aumenta el tiempo de
duplicacion de las celulas (262). Un hallazgo sumamente inte-
resante es que éstas secretan TGF- en una forma inactiva. Se ha
sugerido por lo tanto que la incapacidad de activar al TGF-B8 de
su estado latente es una de las causas de la proliferacion incon-

trolada de estas ceélulas malignas
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Las ceélulas MCF-7 de cancer de mama humano, gque responden a
estrogenos, secretan TGF-B bioldgicamente activo (148). El
tratamiento de estas ceélulas con concentraciones de antiestroge-
nos que inhiben la proliferacion celular, produce un aumento de 8
a 27 veces de la secresion de TGF-B activo y a su vez los estro-
genos inhiben la sintesis de TGF-88 (148,233,271). De acuerdo a
estos hallazgos se considera que TGF-f3 actua como un regulador
autocrino negativo cuya sintesis es controlada hormonalmente.
Knabbe y col. (272) han sugerido que uno de los mecanismos por
los cuales los antiestrogenos controlan la secresion de TGF-B es
a través de la activacion de la forma latente del TGF-f3.

III) Efectos regulatorios

El TGF-B posee una gran cantidad de efectos sobre células de
distinto origen, que no estan relacionados con el control de la
proliferacion.

Frecuentemente, produce profundas alteraciones en la expresion

de fenotipos especificos en celulas con capacidad de diferen-

ciacion. En fibroblastos 3T3-L1 inhibe la diferenciacioébn adi-
pogenica, inducida por insulina vy dexametasona,sin afectar el
perfil de sintesis de DNA (273). También es un potente in-

hibidor de 1la diferenciacion de mioblastos de rata bloqueando la
fusion de los mioblastos para formar miotubulos y la elevacion de

la creatina quinasa (274).

Por otra parte TGF-f induce la diferenciacion epidermoide de
las células del epitelio bronquial humano causando i) aumento del

area celular, ii) elevacion de la actividad extracelular del
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activador del plasminogeno, iii) inhibicidn irreversible de la
sintesis del DNA y iv) disminuciédn de la velocidad de crecimiento
clonal (275).

Se ha demostrado actualmente que dos factores inductores de
cartilago CIF-I y CIF-II aislados de hueso bovino desmineralizado
son idénticos respectivamente al TGF-f31 y TGF-f32 (240). La ac-
tividad biologica descripta para estos factores es la inducci6n
del fenotipo de condrocitos en cultivos primarios de células
mesenquimales de fetos de rata. Este fenotipo se evidencia
"in vitro" por 1la produccion de proteoglicanos especificos de
cartilago y de colageno tipo II.

En ciertas células tanto mesenquimales como epiteliales cuya

proliferacion vy diferenciacion regula, el TGF-B8 produce una

elevacion de la sintesis de fibronectina, de varios tipos de
coldgeno (principalmente del tipo 1), de proteoglicanos y de
otras proteinas de la matriz extracelular (276,277,278). Tam-

bién, induce la sintesis de receptores de superficie especificos
para estos componentes de la matriz extracelular (276,277,278).

Otro efecto biologico del TGF-f8 es 1la induccidon de la sin-
tesis, en varios tipos celulares, de inhibidores del activador
del plasminogeno (PAls) (279). Se ha sugerido que esto tendria
como objeto la estabilizaciédn de las proteinmas de 1la matriz
extracelular sintetizadas en respuesta al TGF-f3.

En células de granulosa en ovario vy en celulas adrenocorti-
cales, TGF-B modula diversas funciones diferenciales. Asi, en

células de granulosa TGF-8 potencia el efecto de 1la FSH en la
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estimulacion de la secresion de estrogenos (280). En ceélulas de
la corteza adrenal TGF-f3 ejerce un efecto antagonico con ACTH en

la induccién de la sintesis de cortisol (281).

MECANISMOS DE ACCION

El mecanismo de accibn a nivel molecular del TGF-B no se
conoce. Sin embargo, hay ciertos efectos especificos del factor
que probablemente estan directamente relacionados con su modo de
accion, TGF-3 modula los receptores de superficie para una
serie de factores de crecimiento; en células NRK-49F Assoian
y col. (282) han descripto que TGF-B produce un aumento del
numero de 1os receptores de baja afinidad del EGF, mientras que
los receptores de alta afinidad sufren una disminuclon tran-
sitoria en su numero, seguida por una prolongada elevacion.
Este efecto bifuncional del TGF-f8 a nivel bioquimico se correla-
ciona con la accion del factor sobre el crecimiento de las celu-
las. En células de granulosa de rata TGF-f8 también produce un
aumento de la sintesis de los receptores para EGF (280).

En linfocitos T el factor bloquea la capacidad de la inter-
leukina 2 (IL-2) de "upregular" sus propios receptores vy el
receptor de 1la transferrina (283). En células de granulosa el
TGF-B, dependiendo de las concentraciones de este peptido vy de
FSH,puede aumentar o disminuir los efectos de FSH sobre los

receptores de la hormona luteinizante (LH) (280).
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Estudios realizados por Like y Massagué (284) han demostrado
qQue TGF-B inhibe 1la proliferacion celular actuando a un nivel
distante de los receptores para factores mitogénicos. Estos
mismos autores observaron que el TGF-f no produce alteraciones en
los primeros eventos de la transduccion de la sedal de los mito-

genos.

TGF- LATENTE

Desde 1984 se conoce que en los medios condicionados de dis-—
tintas lineas celulares y de cultivos primarios estd presente
TGF-B en una forma inactiva. La acidificacion de estos medios a
PH 3 produce la activacion del factor (201).

Otras formas de activacion son la alcalinizacién, los agentes
desnaturalizantes como la urea o ebullicion durante 3 minutos
(201). Este comportamiento sugiere que el TGF-f3 liberado de
estas células estaba complejado con una proteina transportadora y
que el complejo no podia reasociarse después de la desnaturaliza-
cion. Las condiciones no enzimaticas empleadas para la activa-
cion, hacen improbable que el mecanismo involucre el clivaje del
precursor del TGF-f3.

Distintos estudios utilizando anticuerpos contra el extremo
N-terminal del precursor del TGF-B y realizando cromatografias en
geles con SDS en condiciones desnaturalizantes de la forma laten-
te del factor, han sugerido que el TGF-f8 inactivo es un complejo

entre una molécula del factor maduro, dos moléculas del extremo
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N-terminal del precursor y dos moleéculas de un componente de PM
75 KDa que no ha sido identificado (258).

Recientemente, se ha determinado que el TGF-B8 también puede
ser activado por clivaje proteolitico, lo que podria indicar que
éste es un posible medio de activacion "in vivo" (285).

Ademas, se ha demostrado que el TGF-B latente no se wune a los
receptores de TGF-8 ni es reconocido por anticuerpos anti-TGFB
(258,284). De acuerdo a lo mencionado anteriormente acerca de
la escasa regulacion del TGF-8 a nivel de sus receptores, se
piensa que el mecanismo regulatorio mas importante en el control
de la accion de este factor es la activacién de su forma latente.

De acuerdo a los datos obtenidos tanto en los ensayos en medio
semisolido de agar como en los de unibn a sus receptores, el TGF-
B en suero también se encuentra en forma latente (258).

Se conoce actualmente que 1la proteina transportadora del factor

en suero es la o 2macroglobulina (258).

EFECTOS IN VIVO DEL TGF-f3

En experiencias llevadas a cabo con camaras de metal implan-
tadas subcutaneamente en ratas, se demostrd que TGF-3 acelera la
acumulacion de DNA, colageno vy proteinas en el interior de la
camara. Alrededor de la misma se observd una marcada reaccion
fibrotica (286). Recientemente, se ha demostrado que la inyec-

€Cion subcutanea de TGF-B en ratones recién nacidos causa induc-
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cidn de la angiogénesis y activaciédn de los fibroblastos para la
produccion de colageno en el sitio de 1la 1inyeccion (277).

Ademas, basandose en los hallazgos mencionados anteriormente se
han realizado experiencias que han demostrado que TGF-B puede

acelerar la cicatrizacion de heridas incisionales en ratas (277).

TGF-8 Y TRANSFORMACION MALIGNA.

Si bien no se ha determinado bhasta el momento cual es la

funcidn del TGF-B en el proceso de transformacion neoplasica,

los distintos grupos de investigadores coinciden en atribuir a
este factor un papel fundamental en el proceso que conduce hacia
la malignizacion celular.

En efecto Lippman y col (148) han establecido que en el caso
de 1los tumores de mama humanos 1la falta de respuesta de las
células malignas a la regulacion negativa del TGF-B seria la
causa de la proliferacion sin control de las mismas. Ademas, han
demostrado que los antiestrégenos inducen la sintesis del TGF-B
mientras que por el contrario, los estrogenos inhiben la sintesis
del factor.

Harris vy col,. (287) bhan obtenido resultados semejantes es-
tudiando la transformacion de las ceélulas del epitelio bronquial,
demostrando que 1la insensibilizacion de las ceélulas al control
del TGF@3 desencadenaria la transformacion maligna.

Finalmente, se ha establecido recientemente que las lineas
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celulares derivadas de retinoblastomas no responden al TGF-B,
mientras que el factor inhibe la proliferacion de las celulas

normales de retina (287).

OTROS FACTORES DE TRANSFORMACION

Se han identificado factores de transformacién con propiedades
diferentes a las de TGF-ol y TGF-B. Van Zoelen y col. (288) ha-
llaron en el medio condicionado de 1la linea de neuroblastoma de
raton NEURO-2A una actividad transformante que estimulaba la
formacion de colonias de las células NRK-49F en ausencia de EGF o
TGF-o exogenos, no era potenciada por el agregado de EGF, no
competia por los receptores del EGF y tenia ademas actividad
mitogénica sobre células 3IT3. Moses y col. (203) en el medio
condicionado de celulas transformadas quimicamente (AKR-MCA y
C3H/MCA-58) encontraron una actividad transformante que estimulo
a las células AKR-2B y NRK-49F a desarrollar colonias en agar en
ausencia de otros factores exogenos, no compitid por los recep-
tores del EGF y presento actividad mitogénica sobre AKR-2B.

Este mismo grupo (204) en embriones de raton de 17 dias determino
la presencia de un TGF que indujo transformacion fenotipica de
las células NRK-49F, AKR-2B y NR6 (una linea que no posee recep-

tores para EGF), no compitid por los receptores de EGF vy actuo
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como mitogeno para AKR-2B. Halper y Moses (202) han descripto
factores de transformacion extraidos de tejido epitelial capaces
de estimular el desarrollo de colonias de las células SW-13

(adenocarcinoma de corteza adrenal). Este factor también fue
encontrado en el medio condicionado de SW-13,1o0 que indica una
posible autoestimulacion en estas ceélulas malignas. Hirai vy
col. (289) aislaron de células de rata transformadas por el virus
del sarcoma de aves un TGF labil en medio &cido capaz de inducir

la formacion de colonias de células Balb/c3T3 y lo denominaron

TGF-42.



ADENOCARCINOMA DE MAMA MURINO

La primera descripciédn de tumores en raton fue realizada por

Crisp en 1854 en animales salvajes (citado por Dunn) (290).

Los factores esenciales involucrados en la geénesis de los
tumores espontaneos de mama en el ratéon son la herencia, la
estimulacion hormonal de las glandulas mamarias y una particula
viral, transmitida por via de la leche materna denominada virus
de tumor de mama de raton (MMTV) (291).

La relacion entre 1las hormonas vy los tumores de mama de
raton fue sugerida en un principio por Lathrop vy Loeb en 1916
(292) quienes demostraron que los cambios hormonales de la prenez
conducian al desarrollo de neoplasias en ratones. Estos autores
demostraron que hembras con crias eran mas susceptibles que las
virgenes a desarrollar tumores de mama Yy Qque la ovariectomia

reduciria la incidencia de los mismos.

Con la disponibilidad de esteroides aislados quimicamente,
se demostro en 1933 (293) que los estrogenos inducian cancer de

mama en ratones machos.

En 1939, Loeb y Kirtz (294) observaron que el injerto de
hipofisis en los mismos ratones incrementaba la incidencia de
tumores de mama. Un estudio posterior de Yanai y Nagasawa (295)
sostiene que la prolactina es la hormona secretada por estos

injertos y la responsable de la tumorigénesis mamaria murina.
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Sin embargo, aunque los estadios del desarrollo de 1la tumo-
rigénesis mamaria en ratéon parecen ser marcadamente influidos por
los niveles de prolactina, los tumores mamarios espontameos se
hacen virtualmente independientes de la prolactina en la mayoria
de las cepas (296). Pareceria que al menos en ciertas cepas
las neoplasias mamarias espontaneas evolucionan en forma gradual
pero consistente de etapas en las que responden al estimulo de la
prolactina a estadios independientes de la misma, lo que es mucho
mas comun en esta especie que en la rata. En esta ultima se le

ha asignado a la prolactina un importante rol en la induccion de

los tumores de mama. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre
en ratones, donde los tumores establecidos son prolactina in-
dependientes , no solo la génesis de los tumores espontaneos de

rata depende significativamente de los niveles de prolactina, si
No que se observod que en algunos casos el tratamiento con al-
caloides del ergot (supresores de prolactina), a ratas portadoras
del tumor, reducia notablemente el tamaro tumoral (297).

Se suponia por lo tanto que la prolactina era fundamental en
la tumorigénesis mamaria de roedores en general. Lo avalaba el
hecho de que la hipofisectomia sobre todo a muy corta edad, en la
mayoria de los casos previene totalmente el desarrollo de tumores
mamarios espontaneos (297). Sin embargo, es dificil pensar que la
prolactina actue en la ausencia de estrogenos ya que ratas o
ratones ovariectomizados a corta edad desarrollan menos tumores
mamarios y si son ovariectomizados y adrenalectomizados raramente

desarrollan estas neoplasias (298). Ademas, donde se vio que la
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prolactina acentuaba la tumorigénesis mamaria en hembras defi-
cientes de hormonas sexuales los trabajos se realizaron a una
edad tal que los animales ya tenian un gran numero de displacias
mamarias y por lo tanto , la prolactina podri{ia promover el creci-
miento de células ya transformadas. Asi es que no se ha demos-
trado hasta ahora que las hormonas hipofisiarias puedan iniciar
la induccion temprana de tumores mamarios en animales libres de

hormonas esteroides sexuales.

En ratas y ratones se demostro que los estrégenos estimulan
la sintesis vy secrecitn de prolactina. En cambio, la progeste-
rona demostro ser menos efectiva en este aspecto (299). Sin
embargo, ciertos progestagenos sintéticos resultaron ser mucho
mas activos en la estimulacion del crecimiento mamario que el
benzoato de estradiol y/o 1la prolactina estimulada por el ben-
Zoato de estradiol, a pesar de que aquellos tuvieran un menor
efecto sobre 1los niveles de prolactina. Por lo tanto, dado que
la prolactina es luteotrofica, el efecto de la misma podria estar
mediado por la progesterona (300). Algunos trabajos sugieren que
el rol luteotrofico de la prolactina seria complementario al de
la progesterona (y progestagenos sintéticos) y actuaria solo en
forma permisiva (301). Existen también otras evidencias qQue 1in-
dicarian que 1la progesterona podria desempefar un papel impor-
tante en el desarrollo de las neoplasias mamarias. Por ejemplq
se ha demostrado que la administracion de progestagenos podria

tanto aumentar como disminuir 1la incidencia de tumores mamarios
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inducidos por carcinobgenos quimicos dependiendo del momento vy
duracion del tratamiento con respecto de la administracion del
carcinbgeno (302). En ratas Mammi vy col. (303), utilizando un
modelo dependiente de tumor de mama inducido por wuretano, demos-—
traron que concentraciones bajas de progesterona vy de R3020
tenfan un efecto estimulador del crecimiento in vitro, mientras
Que altas concentraciones tenian el efecto inverso, sugiriendo
qQue los progestagenos podrian tener un efecto dual. En ratones
se han caracterizado 1los tumores de mama dependientes de la
prefez en la cepa GR y se ha demostrado que el crecimiento se
puede mantener si1 se administran estrogenos y progesterona.

Existe ademas un modelo murino, desarrollado por Watson y col.
(304). E1 tumor original se presentd® en un raton CS57BL/DBA2F1
tratado con uretano que llevaba una hipofisis implantada en la
capsula renal. En este modelo, denominado MXT, se demostrd que
pequernas cantidades de progesterona aumentaban la proliferacion

de las células tumorales.

INDUCCION DE ADENGOCARCINOMAS DE MAMA EN RATONES POR ACETATO DE

MEDROX IPROGESTERONA

El acetato de medroxiprogesterona (MPA) es un progestageno
sintético derivado del pregnano (17 alfa-acetoxiprogesterona).
En general, los progestagenos no son solamente especificos

para los receptores de progesterona , s1 NO que son capaces de

81



unirse a receptores de androgenos, estrogenos y glucocorticoides,
aunque con menor afinidad que al receptor de progesterona.

La actividad antiestrogénica de los derivados del pregnano es
bien conocida, en particular para el MPA (305). Por lo tamto, los
derivados del pregnano son muy parecidos a la progesterona en
cuanto a su actividad antiestrogénica, a pesar de lo cual tambien
se ha reportado que el MPA administrado en grandes concentracio-
nes podria tener propiedades estrogénicas (300).

El1 MPA puede también actuar como la testosterona ya que
ambos por ejemplo, aumentan la sintesis del EGF en ratones hem-
bras y machos castrados. De los progestagenos estudiados el MPA
es el que demostro tener la mayor actividad androgénica (306).

Entre los usos clinicos del MPA se encuentran 1) tratamiento
de la amenorrea secundaria y la metrorragia uterina disfuncional,
2) tratamiento de endometriosis y carcinomas endometriales recu-
rrentes, 3) como anticonceptivo, 4) tratamiento de dismenorrea,
tension premenstrual, infertilidad luteal, pubertad precoz,

5) aditamento en la terapia ciclica con estrégenos, 6) terapia en
carcinomas de mama, endometrio, testiculo, ovario y rimon (307,
308) .

Durante los ultimos amros se han usado dosis altas de MPA
para el tratamiento de tumores de mama y otras neoplasias hor-
monodependientes ya que los resultados obtenidos fueron mejores
que con dosis bajas, obteniéndose mas de un 30-40 % de respuesta
en pacientes con tumores de mama avanzados (309). Ademas, se vio

que existe una relaci6bn directa entre el contenido de receptores
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de estrégenos y la magnitud de la respuesta a la terapia (310).

Se proponen cuatro posibilidades para explicar la actividad
terapéutica del MPA sobre el tumor de mama avanzado en mujeres
(311):

1) Efecto anticelular directo:

Se asume por analogia con los carcinomas endometriales, que
el MPA tiene la capacidad de reducir el {ndice mitotico y/o
inhibir 1la sintesis de acidos nucleicos (312). En carcinomas
endometriales se observd que el MPA lesionaba estructuras cromo-

somicas produciendo fragmentaciones y pulverizaciones (313).

2) Interaccion con hormonas circulantes:

La accion antiestrogénica del MPA tiene lugar 1) bloqueando
la secresion de gonadotrofinas, b) bajando las concentraciones de
estradiol intracelular, c) reduciendo la transformacion de andré-
genos a estrogenos en el higado.

La accion antiandrogénica se produce de dos maneras: i)
disminuyendo los niveles de testosterona por la reduccion de la
LH circulante (actividad mediada por la Hhip6fisis) ii) incremen-

tando la metabolizacion de la testosterona en el higado.

3) Interaccion con los receptores de estrégenos y progesterona.
In vitro se observd que a) inhibe mas del BO 7 del receptor
del 17-B-estradiol; b) inhibe la sintesis del receptor de proges-

terona. Finalmente se sugirio la interacciédn aunque con menor
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afinidad de los receptores de androgenos y corticoides.

4) Bloqueo de la hipofisis,

Pareceria que 1la actividad del MPA sobre la hipodfisis tiene
lugar a través de 1la inhibicién de gonadotrofinas, adenocor-
ticotrofina y cortisol , también es probable que tenga un efecto
sobre la secresion de prolactina.

Como conclusion puede postularse un mecanismo dual para la
actividad antitumoral del MPA sobre el tumor mamario:

1) Aditivo: efecto anticelular directo, interaccion con los
receptores hormonales, interferencia con las hormonas circulan-
tes.

ii) Ablativo: privacion indirecta de estrégenos, a través de

la interferencia con el eje hipotalamico-hipofisiario.

En animales , existen muy pocos estudios de 1la carcinoge-
nicidad del MPA. En uno de ellos 33 hembras Marsh fueron tratadas
con dos dosis de 5 mg de MPA y seguidas durante 20 meses. No se
observé incremento en el numero de tumores con respecto a los
controles (314). Ademas, Nagasawa y col. (315) comprobaron que
el MPA disminiye la formacion de lesiones hiperplasicas lobuli-
llares en ratones de la cepa SHN; la exposicion a 1la hormona fue

de menos de 2 meses.

El bhallazgo que el MPA induce adenocarcinomas de mama en

ratones hembras BALB/c, el modelo estudiado en este trabajo, fue
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casual.

Dado que habia muchas evidencias que indicaban que los
progestagenos podrian tenmer un efecto anti-inflamatorio y sobre
todo anti-fibrotico se decidid investigar si1 el MPA podria in-
hibir el desarrollo de fibrosarcomas inducidos por la implan-
tacion subcutanea de un cilindro de vidrio. Se observd efectiva-
mente que en los ratones tratados con MPA, ya sea en el flanco
contralateral al cuerpo extraf"o o 1in situ , se desarrollaban
menos fibrosarcomas que en los controles sin tratar s, pero ines-
peradamente se observo que en las pocas hembras inoculadas con

MPA aparecieron adenocarcinomas de mama (316).



OBJET1IVOS

Los objetivos de este trabajo fueron:

1)

2)

3)

4)

S)

6)

7)

8)

El aislamiento de factores de transformacion de neoplasias

malignas humanas de distinto origen embrionario vy tipo

histolégico.

La purificacion de los TGFs aislados.

La caracterizacion biolégica de los TGFs

El aislamiento de TGFs de tumores inducidos por acetato de

medroxiprogesterona en hembras virgenes de la cepa Balb/c.

La purificacion de los TGFs aislados.

La caracterizacion bioldgica de los TGFs

El estudio de la sintesis de EGF e IGF-]I en las células de

los distintos tipos de tumores experimentales.

La determinacion de la influencia del acetato de medroxipro-

gesterona en la sintesis de EGF e IGF-1I.
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?)

10)

11)

El estudio de la presencia de receptores para EGF e IGF-I en

estos tumores.

La caracterizacion estructural de los receptores para EGF e
IGF-1 presentes en las células de los tumores experimen-

tales.

El estudio de la relacion entre 1la presencia de receptores
para estrogenos y progesterona y receptores para EGF e IGF-I

en los tumores inducidos por medroxiprogesterona.



MATERIALES Y METODOS
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METODOS GENERALES

1) TUMORES HUMANQOS

Las neoplasias malignas humanas se obtuvieron por cirugia.

Las piezas Qquirurgicas se transportaron en hielo seco y se man-

tuvieron a -70 “C hasta el momento de su utilizaciopn,

2) TUMORES EXPERIMENTALES

A) Induccidn de adenocarcinomas de mama por MPA

Se utilizaron ratones hembras de la cepa BALB/c de dos meses
de edad obtenidos del bioterio de la Seccion Leucemia Experimen-
tal del Instituto de Investigaciones Hematologicas, Academia
Nacional de Medicina. Estos ratones se alimentaron con dieta
balanceada de Cargill y agua "ad libitum" y se subdividieron en
dos grupos: i) 40 ratones fueron inoculados con 40 mg de MPA
depot (Farlutale 500, Farmitalia) subcutaneo cada 2 meses durante
1 afro, ii) 42 ratones fueron inoculados de la misma manera con el
excipiente de la hormona. Los animales fueron controlados
semanalmente, cuando los tumores comenzaban a aparecer los rato-

nes eran separados y sacrificados cuando el tumor tenia aproxima-

damente 1 cm™. Se considero arbitrariamente como fecha aparente
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de aparicion de un tumor la fecha en la cual el tumor era pal-
pable. Muestras de algunos tumores fueron conservadas a -70<C
y otras transplantadas en ratones singeneicos. En todos los
casos se realizaron autopsias completas.

Para calcular el porcentaje de incidencia tumoral teniendo
en cuenta el riesgo de desarrollar tumor que tuvieron los anima-
les que murieron durante el transcurso del experimento, se uti-
1iz6 el sigquiente método (316): Se dividiéd el tiempo que durod la
experiencia en intervalos iguales de 10 semanas cada uno.

Dentro de cada intervalo se calcul® el numero de animales expues-—
tos a riesgo (n*) mediante la formula:

N*=N-0.5(z+w)

donde n es el numero de animales vivos al principio del inter-
valo, z el Nnumero de animales que mueren durante el intervalo y w
el nimero de animales que se retiran del experimento por algun
motivo especial. La incidencia de tumores en cada intervalo es
la relacion entre los animales portadores de tumor y el n*. Como
s una incidencia acumulativa a cada porcentaje se le suma el

porcentaje obtenido en el intervalo anterior

B) Estudios morfologicos e inmunohistoquimicos

En todos los casos muestras de los tumores de mama y de
otros organos fueron fijadas en etanol 95% e incluidas en para-
fina .Los cortes obtenidos fueron coloreados con hematoxilina-

eosina y PAS para fines diagnosticos. En algunos de los cortes
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histologicos de los tumores de mama se investigo la presencia de

citoqueratina, vimentina y desmina mediante la técnica ABC de Hsu

y col. (317). Los antisueros monoclonales (vimentina) y poli-
clonales (citoqueratina vy desmina) fueron obtenidos de Dako
Immunoglobulins Inc. (Chemetron Latinoamericana). El kit ABC

de raton fue obtenido de Vector Laboratories (Burlingame CA).

C) Transplantes singeneicos de 1los adenocarcinomas de mama

inducidos por MPA

Cinco tumores de mama 1inducidos por MPA que habian sido
transplantados en ratones hembras BALB/c y que habian crecido
después de varios meses de su inoculacion (4 a 12 meses ) fueron
elegidos para el estudio de la hormonodependencia . Uno de ellos,
dio origen a dos lineas tumorales ya que se habia transplantado a
dos animales y en cada uno tuvo un comportamiento diferente. Los
tumores pertenecientes a estas dos lineas fueron los estudiados
en este trabajo. Los tumores fueron transplantados en cada caso
en 4 ratones hembras tratados con 40 mg de MPA depot y en 4
hembras sin tratar. A partir de estos pasajes se hicieron otros vy
asli sucesivamente.

Se controlaron los tumores cada 3 dias y se los midido con un
calibre. Se considero la latencia de aparicion la fecha en la

cual se hacian palpables.
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3) CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Se utilizo el método de Bradford (318). Se disolvieron 25 mg
de Coomassie Brilliant Blue en 12.5 ml de etanol 93 “Z y se afRa-
dieron 25 ml de 4acido fosforico B85 % (p/v). Se diluyd la solu-
cion resultante a un volumen final de 250 ml. Las concentraciones
en el reactivo fueron: Coomassie Brilliant Blue 0.01%, etanol 4.7
7% y 4cido fosforico 8.5 % (p/v). Se usd como patron una solu-
cion de albumina sérica bovina de 0.5 mg/ml calibrada espectrofo-
tometricamente considerando Azse 1%4=6.6. Se efectuaron las
lecturas a 595 nm y a temperatura ambiente.

En otra experiencias se utili1izo el método de Lowry (319)

4) EXTRACCION _ACIDO-ALCOHOLICA DE FACTORES DE CRECIMIENTO Y

TRANSFORMACION

Se utilizo la técnica de Roberts (192,194). Los tejidos se
homogeneizaron con 4 ml/g de una solucibn compuesta por 375 ml de
etanol 954 v/v, 7.5 ml de acido clorhidrico (c), 33 mg de fenil-
metilsulfonil tluoruro y 1.9 mg de pepstatin A. Posteriormente
se adiclono agua destilada (4-6 ml/g de tejido). Se disgrego el
tejido y se agitod la mezcla suavemente durante uns noche a 4 ~C.
Se centrifugd a 20,000 g durante 30 minutos y el precipitado
resultante se extrajo durante 4 horas a 4 “C con unha solucion de

375 ml de etanol 95 %, 105 ml de agqua destilada y 7.5 ml de acido

clorhidraco (c).



Se unieron ambos sobrenadantes y se ajusto el pH a 5.2 con
hidroxido de amonio concentrado. Se agregé 1 ml de "buffer"
acetato de amonio 2M, pH 5.3 cada 85 ml de extracto. Se agrega-
ron 2 volumenes de etanol anhidro y 4 volumenes de eter frio
libre de peroxidos.

Se mantuvo una noche a -20 °C. El precipitado resultante
se centrifugd o se recogid por filtracidn y se redisolvid luego
en acido acético 1 M (3-4 ml/g de tejido). El extracto obtenido
se dializd durante una noche a 4 “°C con Aacido acético 0.17 M y se

liofilizd.

S) TRATAMIENTOS FISICO-QUIMICOS DE LOS EXTRACTOS CRUDQOS

Se utilizaron alicuotas de 1 mg de proteina de los extractos
crudos las que se disolvieron en 1 ml de Dulbecco PBS, pH 7.2.

Una de las alicuotas se calentd a 56 “C durante 30 minutos
Otra fue tratada con ditiotreitol ( 0.065 M ditiotreitol, 0.1 M
NHaHCOs en PBS, pH 7.2) durante 1 hora a temperatura ambiente.

Para determinar los efectos de la tripsina una alicuota se
incubd con 50 ug/ml de esta sustancia (Tripsina Cristalina tipo
3,Worthington Biochemicals) por 2 horas a 37 ©°C. La reaccion se
detuvo agregando 100 ug/ml de inhibidor de tripsina de soja
(SIGMA). Como control se preincubaron 100 ug de inhibidor de
tripsina de soja con 50 ug de tripsina a temperatura ambiente

durante 2 horas y luego se agrego la muestra durante 2 horas a 37
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“C. Después de cada uno de estos tratamientos se 1llevé cada
alicuota a un volumen de 4 ml con PBS se dializd contra acido

acetico 1 % y se liofilizo.

6) CULTIVOS CELULARES

Se utilizo la linea celular NRK-49F de fibroblastos normales
de rifon de rata (American Type Culture Collection N® 1570)

Las ceélulas se mantuvieron en medio Mc Coyrs S5A con el
agregado de 10 % de suero fetal bovino (SFB) (GIBCO o FLOW).Se
congelaron ampollas de los distintos repiques y todos los experi-
mentos se llevaron a cabo dentro de los 10-14 pasajes del '"stock"
congelado. Las células se mantuvieron a 37 ?C en una atmog-

fera humidificada de 5 % de CO= y 95 7/ de aire.

7) ENSAYOS DE ACTIVIDAD TRANSFORMANTE EN MEDIO SEMISOLIDO DE

AGAR

Los ensayos se realizaron utilizando como 1indicadora la
linea celular NRK-49F, Se wutilizaron cajas de Petri de 335 mm
(Falcon N®3001) preparando una capa inferior de I ml de agar al
0.5 % (Bacto Agar, Difco) en medio Mc Coy+*s S5A con 10 % de SFB.
Después de 1la solidificacion de esta capa se coloca una capa

superior de 1 ml que contiene agar al 0.3 7% en medio Mc Coy-"s 5A

94



con 10 % de SFB y 9X10% ceélulas NRK-49F y las cantidades apropia-
das de los factores de crecimiento y transformacion a ensayar.

En los ensayos donde se probd potenciacion de 1la actividad
transformante por el EGF se colocaron en la capa superior las
concentraciones de EGF indicadas en cada caso. De la misma
forma, para estudiar el bloqueo de la actividad biologica por
anticuerpos especificos ,éstos fueron agregados en la capa supe-

rior junto con el TGF en estudio.

8) ENSAYOS DE ACTIVIDAD MITOGENICA/EFECTOS SOBRE LA SINTESIS DE

DNA INDUCIDA POR EGF E INSULINA EN LAS CELULAS NRK-49F

Se describe aquli el ensayo en las condiciones optimas de
trabajo determinadas en la Secciéom DESARROLLO DE METODOS EX-
PERIMENTALES PARA LA CARACTERIZACION DE TGFs (2 A).

Se sembraron 200 ul de una suspension de 10® células NRK-
49F/ml en medio Mc Coy*s S5A con 107 de SFB en cada hoyo de una
microplaca de cultivo de 6.4 mm de diametro/hoyo. Despueés de 24
horas de incubacion a 37°C en una atmosfera humidificada de 5%
CO= y 95% de aire, se arresto el crecimiento celular reemplazando
el medio por 200 ul de Mc Coy+ s 5A con 0.5% de SFB y se incubo
durante 72 horas al cabo de 1las cuales se agrego el TGF a es-—
tudiar disuelto en 50 ul de Mc Coy's S5A con 0.5%Z de SFB . Cuando
se estudio el efecto de los TGFs sobre la sintesis de DNA in-

ducida por EGF e insulina en las células NRK , se agregaron 5
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ug/ml de insulina y 10 ng/ml de EGF, junto con los TGFs. Despues
de 8 horas se agregaron 20 ul de (®H)timidina (1 uCi/m1, 220
Ci/mmol, New England Nuclear) durante 16 horas. Luego las células
se tripsinizaron y se recogieron en papeles Whatman GF/A utili-
zando un cosechador de células. Los papeles se colocaron en
viales con liquido de centelleo y se determind la radioactividad
en un contador de centelleo liquido Packard 3002. Todos los

ensayos se realizaron por cuadruplicado.

?) CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR

Se utilizaron columnas de Bio-Gel P-60 equilibradas con
dcido acetico 1 M,

En el caso de 1la purificacion de los TGFs de los tumores
humanos, los extractos acido-alcohdlicos liofilizados se disol-
vieron en 5 ml de acido acético 1 M y se centrifigaron a 10,000 g
durante 30 min. Los sobrenadantes se sembraron en una columna de
2.6 X 60 cm y fueron eluidos a una velocidad de 20 ml/hora a
temperatura ambiente. Se juntaron fracciones de 4.3 ml vy se
determino la absorbancia a 280 nm de cada una. Se liofilizaron
alicuotas de las fracciones para determinar transformacion en
medio semisolido de agar, potenciacidn de la actividad transfor-
mante por EGF, competicion por los receptores del EGF, actividad

mitogénica sobre células NRK-49F en monocapa y efectos sobre la

Sintesis de DNA inducida por EGF e insulina en estas ceélulas.
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La purificacion de los extractos crudos de los tumores
experimentales se realizo en idénticas condiciones, modificandose
solo la velocidad de elucion que fue de 16 ml/hora y en este caso

las fracciones fueron de 3 ml.

10) CROMATOGRAFIA LIGQUIDA DE ALTA PRESION (HPLC)

Los TGFs aislados de 1los tumores experimentales y el TGF-8
aislado de plaquetas humanas fueron purificados por cromatografia
liquida de alta presion.

En el caso del TGF-f3 de plaquetas humanas las fracciones 66—
76 de la columna de Bio-Gel P-60 fueron unidas y liofilizadas.
Se sembro 1/4 parte de este "pool"” de proteinas (2 mg) en una
columna de interaccion hidrofobica TSK Phenyl S PW (Pharmacia-
LKB) equilibrada con acetato de amonio 1.5 M. La muestra se
disolvio en 1 ml de "buffer" acetato de amonio 1.5 M, pH 5.3 y se
eluyd wutilizdndo un gradiente 1lineal entre 1.5 My 0.02 M de
acetato de amonio a una velocidad de 1.5 ml/min durante 27 minu-
tos y a temperatura ambiente. La absorbancia del efluente fue
monitoreada continuamente a 280 nm.

Se colectaron fracciones de 3 ml vy 1/10 parte de cada una
fue liofilizada para determinar actividad transformante en pre-
sencia de EGF.

En las neoplasias experimentales se purificaron, utilizando

esta metodologia, las fracciones que presentaron actividad trans-
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formante en el paso anterior de purificacion en columnas de Bio-
Gel P-60.

Cinco mg de proteina del "pool" de fracciomnes correspondien-
tes a cada uno de los TGFs aislados y purificados de los tumores
se disolvieron en 2 ml de acetato de amonio 1.5 M ,pH 5.3 y se
sembraron en una columna de las mismas caracteristicas que la
usada para el TGF8 de plaquetas. Se trabajo ademas en idénticas

condiciones que las descriptas para el TGFf.

11) TRATAMIENTO DE LOS TEJIDOS PARA LOS ESTUDIOS DE RECEPTORES

HORMONALES

Todos los procedimientos se realizaron a 0-4 “C. Las mues-
tras congeladas fueron pesadas, trituradas y llevadas a un volu-
men de 1:4 con un "Buffer" 20 mM Tris ClH, pH 7.4 conteniendo
1.5 mM EDTA, 0.25 mM DTT, 20 mM molibdato de sodio y 10%Z v/v de
glicerol. Se homogeneizo con un homogeneizador Ultraturrax (IKA
Instruments) durante 15 segundos con intervalos de enfriamiento
de 1 minuto en hielo. E1 homogenato se centrifugo a 800 g
durante 15 minutos y el sobrenadante resultante se centrifugo
luego a 12,000 g 30 minutos . Finalmente este ultimo sobrenadante
se centrifugo a 105,000 g en wuna ultracentrifuga Beckman (L2-
65B) . La fraccion sobrenadante se utilizd para los estudios

de receptores de esteroides.
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12) PREPARACIONES DE MEMBRANA PARA EL ESTUDIO DE RECEPTORES DE

FACTORES DE CRECIMIENTO

A) Obtencion de receptores para EGF de membranas plasmaticas de

placentas humanas a término.

El tejido libre del corion, amnios, cordon y grandes vasos
fué homogeneizado 1/10 (p/v) en ‘"“buffer" Tris 25 mM, pH 7.4,
conteniendo sacarosa 0.25 M, benzamidina 10 mM y fenilmetilsul-
fonilfluoruro 1 mM. Se wutilizo un homogeneizador Ultraturrax
(IKA Instruments). Se realizo una primera centrifugacidn de este
homogenato a 600 g durante 10 minutos y el sobrenadante se cen-
trifugo nuevamente a 10,000 g 30 minutos. Este ultimo sobrena-
dante se llevd a una concentraciéon de 0.1 M ClNa y 20 mM SO.Mg vy
se centrifugo a 48,000 g por 40 min en una ultracentrifuga Beck-
man (L2 65B). E1 precipitado resultante se resuspendit en PBS
Dulbecco pH 7.4 (5-10 mg proteina/ml) y se utilizd como fuente de

receptores para EGF.

B) Tratamiento de 1os tejidos tumorales para la obtencion de

receptores para IGF-I y EGF

I) Obtencion de membranas para la determinacion de recep--

tores totales.
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Esta técnica esta basada en lo descripto por Calvo y col.
(320) para la obtencion de receptores de hormona luteinizante

En este procedimiento el tratamiento de los tejidos con un
"buffer" de pH 3 permite la disociacion del factor de crecimiento
endogeno de 1los receptores de membrana. Los tumores se removie-
ron de los animales y fueron procesados inmediatamente. Todos los
procedimientos se llevaron a cabo en frio.

Los tejidos tumorales se homogeneizaron en relacion 1/4
(p/v) (Ultraturrax) con 3 pulsos de 30 seqgundos, wutilizando un
"buffer" glicina 50 mM, ClNa 100 mM, pH 3 con fenilmetilsul-
fonilfluoruro 0.5 mM , ZPCK (N-CBZ-L-fenilananina clorometil
cetona) 0.025 mM, TPCK (N-Tosil-L-fenilalanina clorometil cetona)
0.025 mM y TLCK (Nj-p-Tosil-L-lisina clorometil cetona) 0.025
mM. Este homogenato se filtro por membrana de Nitex y se centri-
fugd a 13,000 g durante 30 min. El pellet resultante se resus-
pendio en el volumen original de "buffer" Tris 10 mM pH 7.4
conteniendo sacarosa 0.25 M, EDTA 1 mM, PMSF 0.5mM, ZPCK 0.025M,
TPCK 0.0253 mM y TLCK 0.025 mM y se centrifugo a 800 g durante 10
minutos. Este pellet se resuspenditd en el volumen original del
"bufter" anterior y se centrifugo a 800 g 10 minutos. Los
sobrenadantes resultantes de las dos ultimas centrifugaciones
se unieron vy se centrifugaron a 1000 g 15 minutos. El sobrena-
dante se centrifugo finalmente a 13,500 g durante 45 minutos.

El precipitado o el sobrenadante obtenidos de esta ultima centri-
fugacidn se trataron de diversas formas:

i) para ciertos ensayos de caracterizacion de receptores,
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mediante en empleo de reactivos de entrecruzamiento, se resuspen-
dio el precipitado en PBS Dulbecco en una concentracion de prote-
ina de 10 mg /ml.

ii) para 1los ensayos radioligando-receptor y otras ex-
periencias de caracterizacion de receptores el sobrenadante se
llevb a una concentracién de 0.1 ™M CIlNa y 20 mM de S0OsMg y se
centrifugo a 100,000 g durante 1 hora. El precipitado resul-
tante se resuspendid en PBS Dulbecco en una concentracion de

proteina de 10 mg/ml.

11) Obtencibtn de preparados de membrana libres de proteina

transportadora de IGF-I.

Los tejidos tumorales se homogeneizaron en relacion 1/4
(p/v) en "buffer" glicina 50 mM, ClNa 100 mM, pH 3 con los in-
hibidores de proteolisis descriptos en B) en un homogeneizador
Ultraturrax con 3 pulsos de 30 segundos. Este homogenato se
filtro por membrana de Nitex y se centrifugd a 105,000 g por 30
minutos. E]1 precipitado se resuspendid en el volumen origimnal en
"buffer" sacarosa 0.25 M, Tris 10 mM, pH 7.4 con inhibidores de
proteolisis y se centrifugd a 5000 g durante 10 minutos. El
precipitado resultante se resuspendid® en el "buffer" sacarosa
0.25 M, Tris 10 mM y se centrifugd en las condiciones ante-
riores. Los sobrenadantes de las dos ultimas centrifugaciones se
diluyeron 172 con "buffer"” Tris 25 mM, ClMg= 10 mM pH 7.4 y se

centrifugaron a 105,000 g durante 1 hora. A este preparado se lo
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denomino fraccion microsomal. Esta fraccidn microsomal se resus-
pendio en “"buffer" Tris 25 mM, ClMg= 10 mM y se incubd durante 1
noche a 4 “C con agitacion, Luego se centrifugd a 105,000 g
durante 45 minutos utilizandose esta fraccidon microsomal lavada

para los ensayos radioligando-receptor de IGF-1 y para carac-

terizacion del receptor de IGF-1.

En todos los casos para establecer la concentracion de proteina
en los preparados de membrana, se solubilizaron alicuotas de las
suspenciones de membrana en NaOH 0.5 M a 90 “C durante 30 minutos
Yy luego se determind la concentraciédn proteica de acuerdo al

método de Lowry (319).

13) ESTUDIOS DE RECEPTORES PARA HORMONAS ESTEROIDEAS

Reactivos: (2,4,6,7,-3H) Estradiol (85 Ci/mmol) vy (17 -
methyl1-=H)RS020 (87 Ci/mmol) y RS020 no radioactivo fueron ob-
tenidos de New England Nuclear Corp., Boston, MA. Los esteroi-
des no marcados [dietilbestrol (DES), cortisol, dihidrotestoste-
rona (DHT)] fueron obtenidos de SIGMA. La prolactina humana fue
una donacion del National Hormone and Pituitary Program, NIAMNN

(NIH-h-PRL-VLS3). Ultragel ACA-54 se obtuvo de LKB, Bromma.
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A) Medicion de receptores para estrogenos y progesterona

Este meétodo esta basado en el priginal descripto por Koren-
man y Dukes (321) que ha sido recientemente modificado por Calan-
dra y col. (322).

Se incubaron alicuotas de 100 ul de citosol con una serie de
concentraciones de (3H)estradiol (0.2-30 nM) o (3H)R5020 (0.2-30
nM), con o sin un exceso de 100 veces en molaridad de DES o
R5020. La wunion inespecifica del estradiol y el R5S020 a 1la
globulina transportadora de hormonas sexuales o a la transpor-
tadora de cortisol fue eliminada mediante el agregado de un
exceso de 200 veces en molaridad de DHT vy cortisol respectiva-
mente. Para analizar 1los datos se utilizaron graficos de Scat-
chard (323). En algunos casos, dado el peque”ro tamano de la
muestra tumoral el ensayo fue realizado con una concentracion
unica de saturacion. Tanto para estrogenos como para R5020

los resultados se expresaron en fmoles/mg de proteina.

14) ESTUDIOS DE RECEPTORES PARA EGF E IGF-1

A) Marcacion y purificacion del EGF.

mEGF (Collaborative Research, receptor grade) fue

marcado mediante 1la adicion consecutiva de alicuotas de 5 ul de

103



una solucion diluida (0.006%) de cloramina T a 10 ul de "buffer"”
fosfato pH 7.4 conteniendo 1 mCi de Na*=°] (Carrier Free, New
England) vy S5 ug de EGF. La iodinacion se detuvo cuando la ac-
tividad especifica estimada por precipitaciéon con TCA fue de
aproximadamente 150 uCi/ug. La mezcla de reaccion se transfirio
a una columna de Sephadex G-25 de 0.9X10 cm, equilibrada previa-
mente con PBS conteniendo 0.2% de albumina sérica bovina. La
actividad especifica final fue determinada por estudios de auto-
desplazamiento (320) y la Maxima Capacidad de Unidén utilizando la
preparacion de membranas de placentas humanas a término descripta

en 12) A.

B) Marcacion y purificaci6n de IGF-I

IGF-1 (Bachem Inc.) fue marcado y purificado utilizando
el mismo proceddento que el descripto para el EGF. La actividad
especifica final fue determinada por andlisis de autodesplaza-
miento vy 1la Maxima Capacidad de Unién utilizando los preparados

de membranas de los tumores experimentales inducidos con MPA.

C) Ensayos de radioligando-receptor para EGF e IGF-1

1) Estudios de competencia de 1los TGFs aislados de los
tumores humanos y experimentales por los receptores del

EGF aislados de membranas de placentas humanas.
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Seis ug de proteipna de los preparados de membranas de pla-
centas humanas se incubaron a temperatura ambiente con 0.04
pmoles de *Z2°[-mEGF y cantidades crecientes de mEGF o de cada uno
de los TGFs aislados y purificados de los tumores, en un volumen
final de 0.2 ml de "buffer” PBS Dulbecco con 2 7% de albumina
sérica bovina. El1 tiempo de incubaciéon fue de 2 horas al cabo de
las cuales la hormona unida fue separada por filtracion en fil-
tros HAWP (Millipore). La radioactividad retenida fue contada en
un espectrometrof. La union inespecifica fue aquella que ocurrio

en presencia de un exceso de 500 ng de EGF.

II) Estudios de union de EGF a sus receptores en los

tumores experimentales.

Los estudios de union del EGF a sus receptores de membrana,
en los distintos tumores, se llevaron a cabo en buffer PBS Dulbe-
cco 4, pH 7.4 conteniendo 2 7% de albumina sérica bovina.El volumen
final de incubacion fue de 250 ul. Se incubaron 100 ug de prote-
ina de los preparados de membrana con 1==I-mEGF (27-1500 pM) 2
horas a temperatura ambiente, o en otras experiencias una noche a
4 ~C. La hormona unida fue separada por filtracion en filtros
HAWP y la radioactividad retenida contada en un espectrometro(.
Se considerd union inespecifica la que ocurrid en presencia de un
exceso de 500 ng de EGF.

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado y los

105



datos de 1la union del EGF a su receptor fueron analizados utili-
zando el método de Scatchard (323).
Otras experiencias fueron realizadas en condiciones de saturacion

utilizando 2 nM *=®2]-EGF.

IIl) Estudios de union del IGF-1 a sus receptores en los

tumores experimentales.

La metodologia fue idéntica a la descripta para EGF,
incubandose 100 ug de proteina de los preparados de membrana
con 1281 IGF-1I (33-1000 pM) en un volumen final de 250 ul de
buffer Tris 25 mM, ClMg 10 mM, pH 7.4. Nuevamente la union
inespecifica fue determinada en presencia de un exceso de 500 ng
de IGF-I. La hormona unida fue separada por filtracion en filtros
HAWP. Los ensayos se realizaron por +triplicado y 1los datos se
analizaron sequn el método de Scatchard (323).
Otras experiencias fueron realizadas en condiciones de saturacion

utilizando 1.58 nM 1=>]-1IGF.

15) ESTABILIZACION COVALENTE DE LOS COMPLEJOS HORMONA RECEPTOR.

ESTUDIOS CON REACTIVOS DE ENTRECRUZAMIENTO.

Para la caracterizacion de los receptores de EGF e IGFI en
los tejidos tumorales se wutilizaron los preparados de membrana

obtenidos segun las técnicas descriptas en 12.B.1. y II.

Se incubaron alicuotas de 200 a 1000 ug de proteina de mem-
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brana con 1.50 nM 2=°JEGF o 1.12 nM*=®]IGF-]1 en presencia Yy au-
sencia de 500 ng de EGF o de IGF-I, en buffer PBS Dulbecco pH
7.4, conteniendo 2 % de albumina seérica bovina para el EGF y en
"pbuffer” Tris 25 mM, ClMg 10 mM, pH 7.4 para el IGF-1. Se incubo
durante una noche a 4 “C. Luego, se diluyeron las muestras con
PBS Dulbecco vy se centrifugaron a 12,000 g durante 2 minutos.
El precipitado resultante se resuspendio en 1000 ul del mismo
buffer, y se centrifug6t en las condiciones anteriores para lograr
una completa eliminacion de los GFs marcados no unidos El
precipitado resultante se resuspendio en 1925 ul de PBS Dulbecco y
se agregaron 5 ul de disuccinimidil suberato (DSS) (Pierce) en
dimetilsulfoxido, siendo la concentracion del DSS en la mezcla de
reaccion de 0.2 mM. Se incubd durante 15 min a ¢ “C al cabo de
los cuales se detuvo la reaccion por dilucidn con buffer Tris 1M,
EDTA 1 mM, pH 7.4. Se dejo la mezcla de reacci6on durante 5 minu-
tos con este buffer y luego se centrifugo a 12,000 g por 2 minu-
tos.

Con el precipitado resultante se realizo la electroforesis.

16) ELECTROFORESIS Y AUTORADIOGRAFIA

Las muestras tratadas como se describid en 15) se disol-
vieron en 50 ul de buffer Tris 10 mM, EDTA 1L mM, pH 6.8 con 5 %
de B-mercaptoetanol y 2 7. de dodecilsulfato de sodio (SDS) y se

calentaron a 100 “C durante 3 minutos. Se centrifugo a 12,000 g
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4 minutos para eliminar el material insoluble y se agrego azul de
bromofenol (0.005 %).

Se realizd la electroforesis de las muestras en geles de
poliacrilamida al 7.5% con SDS (SDS-PAGE) utilizando el sistema
discontinuo de Laemmli (325). Después de la electroforesis, los
geles se fijaron y se tifReron las proteinas con Coomassie Blue
R250 (Bio—-Rad) al 0.1 7% en metanol 40 Z y acido acético 10 %.
Luego se destiflieron se secaron los geles y se realizo la autora-
diografia a - 70 “C durante los tiempos 1ndicados en cada ex-—
periencia utilizando peliculas kKodax XAR-5 y pantallas amplifica-
doras Dupont.

Los marcadores de PM fueron miosina (cadena H) PM 200,000;
fosforilasa B PM 97,400; albumina <sérica bovina PM 68,000
gquimotripsinogeno PM 25,7000; fi-lactcglobulina PM 18,4003

lisozima PM 14,300 (Bethesda Research Laboratories).

17) RADIOCINMUNOANALISIS DE EGF

El volumen de incubacidn de 0.5 ml se compuso de 200 ul de
EGF standard o de las muestras a analizar, 100 ul de anti-mEGF de
conejo apropiadamente diluido (1:100,000 dilucion fimal ), 100 ul
de suero normal de conejo al 3 %Z y 20,000 dpm de *=®I-mEGF en 100
ul de "buffer'" PBS. Las muestras se incubaron a 4 *“C durante 2
dias y luego se agregd el segundo anticuerpo (anti corejo 1gG)

y se incub® durante otras 12 horas.
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Se centrifugo, se descartaron los sobrenadantes y se con-
taron los precipitados en un espectrometrc,K, Los standards se

ensayaron por triplicado en dos diluciones. El limite de detec-

cion de este ensayo fue de 32 pg.

18) RADIOINMUNOANALISIS DE 1GF-1

El volumen de incubacion de 0.4 ml consistid en 200 ul de
IGF-1 standard o las muestras a analizar, 100 ul de anti IGF-I de
conejo apropiadamente diluido (1:5000, dilucidén fimal) suero
normal de conejo al 3 %Z vy 20,000 dpm de *=°2]IGF-1 en 100 ul de
"buffer" PBS. Las muestras se incubaron a 4 “®C por dos dias vy
lueqgqo del agregado de 100 ul de suero normal de conejo al 3% ,se
agrego el seqgundo anticuerpo (anti-conejo IgB) y se incubaron los
tubos durante 12 horas. Después de centrifugar se descartaron los
sobrenadantes y los precipitados se contaron en un espectrometrod

Los standards se ensayaron por triplicado en dos diluciones.

El limite de deteccion de este ensayo fue de 19.5 pg.
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19) DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE LA PROTEINA TRANSPORTADORA

DE_IGF-I

Se incubo 1/15 parte de las fracciones colectadas en las
cromatografias en Bio-Gel P-60y de cada uno de los tumoresycon
20,000 dpm de *=®P]I-IGF-1 durante 16 horas a 4 ~C. Luego, se
separo la hormona libre de la unida mediante en agregado de 0.5

ml de Norit A al 2.5 % con 2 7 de HSA.



DESARROLLO DE METODOS EXPERIMENTALES PARA LA CARACTERIZACION

BIOLOGICA DE TGFS

Para realizar la caracterizacion de los TGFs aislados de las
neoplasias malignas fue necesario en primer lugar desarrollar la
metodologia especifica para la caracterizacien bioldgica de los
factores de transtormacion.

De acuerdo a lo men:ionado en la introduccion, los TGFEiy TGF -
B difieren tamto en su estructura quimica como en sus propiedades
biolbgicas y reconocen ademads sus propios receptores de membrana
(239)

Por lo tanto., para clasificar a los TGFs debe determinarse i)
su efecto sobre cultivos de células NRK-49F en monocapa 1i) sus
acciones sinergicas o antagbnicas sobre la estimulacion de la
sintesis de DNA inducida en estas células por cotros GFs como

insulina y EGF 11:) la competencia por los receptores de EGF.

Se ensayaron en primer lugar las condiciones de maxima es-

timulacion mitogeénica de las ceélulas NRK-49F

Aa) Actividad mitogénica de EGF e _insulina sobre células NRk-

49F .Ensayos de i1ncorporacion de (*H)timidina-

1) Efecto de distintas concentraciones de EGF e 1nsu

—
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En la Fig.l se observa el efecto de distintas conmncentra-
ciones de EGF e insulina, ensayadas separadamente o en combina-
Cion, sobre la estimulacion de la sintesis de DNA en células NRK-
49F quiescentes. En las condiciones del ensayo, se observo que
la 1nsulina en concentraciones de 0.5 ug/ml, 1 ug/ml, y 5 ug/ml
no es mitogenica, en cambio el EGF a partir de concentraciones de
4 ng/ml (0.60 nM) ejerce efecto estimulante alcanzandose el
marximo de actividsd con el agregado de 10 ng/ml (1.50 nM). La
mayor estimulacion de la sintesis de DNA se observa utilizando 5
ug/ml de 1insulina con 10 ng/ml de EGF. El suero fetal bovino al

10% presenta maximo efecto mitogénico.

1) Efecto de variaciones en las concentraciones celulares.

Se sembraron en medio Mc Coy- s 5A con 10 % de SFB 200 ul de
dos suspensiones celulares, una de 5X109 ceélulas/ml y otra de 10°
células/ml durante 24 horas; luego, fueron arrestadas por 72
horas en medio con SFB al 0.5% al cabo de las cuales se agregaron
las concentraciones de EGF y EGF+insulina que producen estimula-

cion mitogénica, Ern la Fig 2 se observa que se obtiene umna mayor

incorporacion de (H)timidinma con la suspension de 10%® célu-

las/ml.

111) Efecto del tiempo de 1i1ncubacion de las celulas con (=H)

timidina.
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Se sembraron en cada hoyo de una microplaca de cultivo
200 ul de una suspension de 10° células NRK-49F/ml (Fig 3) y de
una suspension de 5SX10°% células/ml (Fig 4). Se arresto su
crecimiento en medio con ©0.5% de SFB, estimulandolas luego con
los mitogenos EGF y EGF+insulina y agregando 1 uCi de (H)timidi-
na durante 2, 16 y 24 horas. Los resultados obtenidos demuestran
que para ambas concentraciones celulares la incorporacion es muy
baja a las 2 horas. Por el contrario hay una elevada incor-
poracion con 16 y 24 horas. Al estimular a las ceélulas con las
concentraciones de EGF e insulina de maxima actividad mitogeénica
y con SFB al 107 se observa un pequero aumento de la incorpora-
Cion con 24 horas de incubacién respecto de 16 horas, sin embargo
con las otras concentraciones de los mitogenos la incorporacion

es semejante para 16 y 24 horas.

IV) Efecto de la modificacion del tiempo de arresto de las

células en medio con SFB al 0.5%.

En otras experiencias se modifico el tiempo de arresto en
Mc Coy*s 5S5a con 0.5% de SFB de las suspensiones de 10® ceélulas/
ml (Fig 5) y 5X10“° ceélulas/ml (Fig 6). Para ambas concentracio-
nes celulares se observo que con 48 horas de arresto la incor-
poracion de (SH)timidina de los controles era muy elevada. siendo
en la suspension de 5X104 células/ml igual a la obtenida con EGF

0.90 nM.
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V) Efecto de la modificacion del tiempo de inmcubacion de las

celulas con los mitobgenos.

En la Fig 7 se muestran los resultados obtenidos sembrando

200 ul de una suspension de 10® células NRK-49F/ml, arrestandolas
durante 72 horas e incubando durante 24 y 48 horas con EGF vy
EGF+insulina. La (SH)timidina se agrego durante las 16 o 24
horas finales del cultivo. Para todas 1las concentraciones de
los mitogenos, se observa Qque cuando las ceélulas se exponen a 1
uCi de (SH)timidina durante 16 horas, la incorporacion es mayor
en la incubacion de 24 horas con los mitdgenos. Por el con-
trario, incubando las células los mismos tiempos con los mitdge-
nos pero agregando ‘TH)timidina durante las ultimas 24 horas del
cultivo, la incorporacion es mayor con 48 horas de incubacion.

En la Fig 8 se muestra que trabajando en las mismas con-
diciones con una suspension de 5X102 ceélulas/ml se obtuvieron

resul tados semejantes.

De acuerdo a estos resultados se establecid que las con-
diciones optimas del ensayo se encontraban i) trabajando con una
suspension de 10® ceélulas/ml, ii) inmcubando durante 24 horas con
SFB al 10%, iii) arrestando el crecimiento celular por 72 horas
en medio con SFB al 0.5%, iv) realizando luego el agreqado de

los factores a estudiar y 8 horas mas tarde la (3H)timidina

durante 16 horas.
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FIGURA 1
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Estimulacion de la sintesis de DNA en ceélulas NRK-49F, Se sembra-
ron 2X10¢ ceélulas NRK-49F en cada hoyo de wuna microplaca de 1.6
mm de diametro/hoyo y se incubaron durante 24 horas en Mc Coy's
S5A con 107 de Sff. Luego se arresto el crecimiento durante 72
horas en este medio con 0.5% de SFB, al cabo de las cuales se
agregaron los mitogenos. A las 16 horas se agregod 1 uCi de (TH)
timidina y se continuod la incubacidn por 8 horas. Las células se
cosecharon de acuerdo a8 lo descripto en '"Materiales y Metodos'".
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FIGURA 2
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Las condiciones de cultivo fueron las

mismas que las descriptas
en la Figura 1 vy se estudio el

efecto de trabajar con distintas
concentraciones celulares. En cada hoyo de la placa de cultivo se

sembraron 200 ul de una suspension de 10°

celulas/ml (barras
negras) o de 5X10% ceélulas/ml

(barras rayadas).
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FIGURA 3

Incorporacion de [*H1 Timidina (dpm) = 1073

0
EGF (nM) - 09 15 09 15 -
Insulina(pg/mnl) - - - 5 5 -
SFB () - - - - - 10

Estimulaci6n mitogénics de las celulas NRK-49F variando el tiempo
de 1i1ncubacion con (“H)timidina.En cada hoyo de la microplaca de
cultivo se sembraron 200 ul de una suspension de 10® células NRK-
49F/ ml, se arrestaron durante 72 horas y luego se agregaron los
mitogenos. El tiempo de incubacién con (3FH)timidina fue de 2

horas (barras blancas), 16 horas (barras negras) y 24 horas
(barras rayadas).
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FIGURA 4
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Las condiciones experimentales fueron las descriptas en Fig 3,

sembrandose 200 ul de una suspension de 5X102 células NRK-49F en
cada hoyo de la microplaca de cultivo e incubando con (TH)timi-
dina 2 horas (barras blancas),l16 horas (barras negras) y 24 horas
(barras rayadas).
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FIGURA 5
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Se sembraron 200 ul de una suspension de 10® células NRK-49F en
cada hoyo de una microplaca de cultivo y se incubaron durante 24
horas en medio Mc Coy’'s S5A con 10% de SFB. Luego se arresto el

crecimiento durante 48 horas (barras blancas) o 72 horas (barras
negras) en Mc Coy's SA con 0.5% de SFB.

Los mitogenos se agrega-
ron 24 horas vy la timidina 16.
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FIGURA &6
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Las condiciones de trabajo fueron las mismas que las descriptas
en Fig 5, sembrandose 200 ul de una suspension de 5X10° ceélulas

NRK-49F en cada hoyo de la microplaca.
Barras blancas 48 horas; barras negras 72 horas.
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FIGURA 7
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Se sembraron 200 ul de una suspension de 10® ceélulas NRK-49F/ml
en cada hoyo de la microplaca de cultivo vy los mitogenos v la
timidina se agregaron de la siguiente forma: 24 horas los mitoge-
nos y 16 la timidina (barras blancas), 48 horas los mitogenos vy
16 la timidina (barras punteadas), 24 horas los mitogenos y 24 la
timidina (barras negras), 48 horas los mitogenos y 24 la timidina
(barras rayadas).
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FIGURA 8

Incorporacién de [*H] Timidina (dpm) = 10°
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Las condiciones de trabajo fueron las mismas que en la Fig 7
utilizandose una suspension de 5X104 ceélulas/ml.

Barras blancas: 24 horas los mitogenos vy 16 la timidina; barras
punteadas: 48 horas los mitogenos y 16 la timidina; barras negras
24 horas los mitogenos y 24 la timidina; barras rayadas 48 horas
los mitogenos y 24 la timidina.
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B) Ensayo de radioliqando-receptor para EGF

Fue necesario desarrollar este método experimental para

completar la caracterizacion biolégica de los TGFs.

I) Marcacion y purificacion del EGF.

Los resultados de 1la marcacion y purificaciodon del EGF se
muestran en la Fig 9. En las condiciones de trabajo el 94.5%
del *=3] fue 1i1ncorporado al EGF. Utilizando receptores extraidos
de membranas de placentas humanas la Maxima Capacidad de Uniéon

del *=°]1-EGF fue de 70% (320).

I1) Caracterizacion de receptores para EGF de membrana plas-

maticas de placentas humanas a término.

Las caracteristicas del receptor para EGF extraidos de

placentas humanas se observan en las Figs 10 y 11. La union
del EGF a este receptor es saturable, presenta alta afinidad

(Ka=0.BX10" M—*), siendo @=17522 fmoles/mg.

I1I11) Ensayo radioligando-receptor para EGF.

En la Fig 12 se muestran 1los resultados del ensayo de
radiodesplazamiento de *==]-~-EGF utilizando membranas de placenta.
La union inespecifica determinada en presencia de 0.3 uM EGF

fue inferior al 17%.
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EGF y TGF-o. muestran similares potencias de desplazamien-

to con 507 de union en una concentracién de 3.88 nM. Insulina,

TGF-B, hCG y prolactina no compiten por la unidtn al receptor.
Los coeficientes de variacion intra e interensayos
fueron del 94 y 13%. La sensibilidad fue de 0.370.06 nM

(n=10) y la pendiente de B/B. vs log (EGF) fue igual a -2.21

con r==0.996 (Fig 13).



FIGURA 9
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NUMERO DE FRACCION

EGF altamente purificado fue marcado y purificado segun lo des-
cripto en "Materiales y Meétodos". La actividad especifica final
fue determinada por el ensayo de autodesplazamiento (320) y la
maxima capacidad de union utilizando membranas de placentas

humanas.
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FIGURA 10

u(nM)

Uniotn del EGF a membranas de placentas bumanas. Las condiciones

de trabajo fueron las descriptas en "Materiales y Metodos"”.
La union inespecifica determinada en presencia de 0.3 uM EGF fue

inferior al 1%.
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FIGURA 11
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Analisis de Scatchard (323) de la union del EGF a membranas de

placentas humanas.



FIGURA 12
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Radiodesplazamiento del *=*[-EGF utilizando receptores de membra-
nas de placentas humanas. EGF (@); Insulina (4A); Prolactina (7);

hCG CV: TGF-8 ().
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FIGURA 13
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Representaci6n "logit” del ensayo radioligando-receptor para EGF
en membranas de placenta presentado en la Fig 1Z.
y= a=d_____ +d en funcion del log de X
1+ (X/c)®e
a= respuesta para dosis O; b= pendiente; d= respuesta a8 dosis

infinita (asintota a las absisaes); €= EDaw: dosies efectiva para

la respuesta 50%
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C) Aislamiento y purificacion de TGF-f de plaquetas humanas.

De acuerdo con lo expuesto en la Introduccion, para inducir
transformacion fenotipica en las células NRK-49F es necesaria la
presencia, en el ensayo en medio con 10% de suero, de TGF-dy TGF-
B. Por esto, se desarrollo un método de extracciédn y purifica-
cion de TGF-B, con el fin de i) contar con las cantidades necesa-
rias del factor para los ensayos de identificacion de TGF-ol en
medio semisdlido y 1i) disponer de TGF-B8 puro que permitiese
comparar el comportamiento biologico e inmunolégico de los fac-—
tores aislados de las distintas neoplasias con el del TGF-[3.

En este trabajo se describe un método de purificacion origi-
nal, utilizando cromatografia liquida de alta presiéon en columna
de interaccion hidrofobica TSK Phenyl 5PW.

Se realizo la extraccibn Acido-alcohdélica de 100 g de pla-
qQuetas lavadas. El rendimiento de la misma fue de 140 mg de
proteinas/100 g de plaquetas. En este extracto crudo se determino
la presencia de actividades transformantes de las células NRK-
49F .

En la fig 14 se muestran las colonias desarrolladas por
estas ceélulas al estimularlas con cantidades crecientes de prote-
inas del extracto, en presencia (2 ng/ml) y ausencia de EGF.

De acuerdo a los resultados, la actividad transformante pre-
sente en las plaquetas es de tipo 3, dado que no se observa

estimulacion en ausencia de EGF. Tampoco se detectd competencia
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por los receptores del EGF de membranas de placenta humana,
utilizando cantidades de proteina del extracto de hasta 1000 ug.

El extracto crudo fue purificado por cromatografia de ex-
clusion molecular sembré&ndose 140 mg de proteina en una columna
de Bio-Gel P-60 equilibrada y eluida con acido aceéetico i M. La
absorbancia a 280 nm de las fracciones se muestra en la Fig 15.
Se tomaron alicuotas de 1/6 de cada fraccion y se determino la
presencia de actividad transformante mediante el ensayo de
formacion de colonias de las células NRK-49F en presencia de 2
ng/ml de EGF.

En la Fig 15 se observa que el TGF-f3 eluye en las fracciones
b6-76, con un peso molecular aparente de 13.5 KDa. Dado que el PM
descripto para el TGF-3 es de 25 KDa, estos resultados confirman
una elucion aberrante del factor, debida probablemente a interac-
ciones con el Bio-Gel.

Las fracciones 66-76 fueron unidas vy liofilizadas. Se
purifico 1/4 parte de este "pool" de proteinas (2 mg) por croma-
tografia liquida de alta presién en columna de interaccidn hidro-
fébica TSK Phenyl 5PW, eluyéndose con un gradiente lineal de
acetato de amonio. En la Fig 16 se muestra la absorbancia a 280
nm de las fracciones vy el perfil de elucion del TGF-(3. Un solo
pico de TGF-f8 eluye a aproximadamente a una concentracion de
acetato de amonio 0.138 M.

En la Tabla 1 se muestra la purificacion del TGF-B8 por los
distintos procedimientos wutilizados. Se definio una unidad de

actividad como el numero de colonias de ceélulas NRK-49F/ug de
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proteina en presencia de 2 ng/ml de EGF.

TABLA 1

Purificacion de TGF-B de plaquetas humanas

Actividad Purificacion Recuperacién
(Unidades) (N de veces) (%)

Extracto &cido-
alcohoélico 0.094 100

Cromatografia
en Bio-Gel P-60 9.82 100 73 (100)a

HPLC en columna 560,000 57,000 22 (30)a
TSK phenyl 5PW

a: recuperacion respecto de la purificacion en columna de Bio-Gel
P-60.



FIGURA 14
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Colonias de ceélulas NRK-49F al estimularlas con cantidades cre-

cientes de proteina del extracto acido alcoholico.
+EGF (2 ng/ml) ;.EGF.
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FIGURA 15
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Purificacion del extracto acido-alcohélicoc por cromatografia de
exclusion molecular en columna de Bio-Gel P-60 equilibrada vy
eluida con acido acético I M. Se sembraron 140 mg de proteina, la
velocidad de elucion fue de 17 ml/hora y se colectaron fracciones
de 3ml. Se tomaron alicuotas de 1/6 de cada fracciodn vy se deter-
mind la presencia de actividad transformante mediante el ensayo
de formacion de colonias de las ceélulas NRK-49F en presencia de
ng/ml de EGF.
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FIGURA 16
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Purificacion del TGF-B por cromatografia liquida de alta presion
en columna de interacci6tn hidrofobica TSK phenyl 5PW. Se sembro
1/4 parte del "pool" de proteinas de las fracciones 66-76. La
muestra se disolvid en 1 ml de buffer acetato de amonio 1.5 M, pH
5.3 v se eluyo utilizando un gradiente lineal de entre 1. S My
0.02 M de acetato de amonio a una velocidad de 1.5 ml/min durante
30 min. Se colectaron fracciones de 3 ml y 1710 parte de cada
una se liofilizo para determinar actividad transformante.

135



RESUL TADOS

136



I- AISLAMIENTO, PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE FACTORES DE

TRANSFORMACION EN NEOPLASIAS MAL IGNAS HUMANAS

1) AISLAMIENTO DE FACTORES DE TRANSFORMACION DE NEOPLASIAS

MAL IGNAS HUMANAS.

A) Determinacion de actividad transformante de los extractos

dclido-alcohtlicos de las neoplasias.

El primer proposito de este trabajo fue el estudio de tumo-
res sOlidos malignos humanos de distinto tipo histologico y
origen embrionario, para determinar la presencia de factores de
transformacion. El ojetivo fue establecer si las diferencias en
el tipo tumoral (histologia vy origenm embrionario de la estirpe
celular maligna) implicaban variaciones en la presencia de TGFs
intracelulares.

Para esto, se realizo la extraccion dacido-alcohdlica en 7
tumores malignos humanos. El peso de cada muestra y el ren-
dimiento en proteinas de la extracciéon figuran en la Tabla 2.

Se probb la capacidad de los extractos crudos de promover
crecimiento, en medio semisOlido de agar, de las celulas normales
de rison de rata NRK-49F, Utilizando en los ensayos concentra-
ciones de proteimna de 100 a 1000 ug/ml, 6 de los tumores es-
tudiados mostraron presencia de TGFs . En la Tabla 3 se muestra
el numero de colonias desarrolladas al incubar las células NRK-

49F con aproximadamente 1000 ug de proteina de los extractos
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crudos. En la Figura 17 A y B se observa que la respuesta de
las ceélulas depende de la concentracion de proteina, siendo
maxima cuando se utilizan 1000 ug/ml. Tambien se produce un
aumento del tamaro de las colonias con mayores concentraciones de
proteima. En la Figura 18 A, B, se observan las colonias de las
células NRK-49F despues de 7 dias de incubacion con 1000ug/ml de
proteina de los extractos de los tumores 4 (carcinoma epider-
moide de pulméon) y & (rabdomiosarcoma de pectoral). Los ensayos
fueron realizados por duplicado, encontrandose DS dentro del 15%
en todas las experiencias. No se observo el desarrollo de colo-
nias en los controles. La baja actividad transformante mostrada

por el especimen S5 (liposarcoma) se repitio en dos experiencias

separadas.



TABLA 2

Rendimiento de la extraccion &4cido-alcohoélica

Espeécimen Tumor Peso(g) Rendimiento
en proteinas
(mg/g de te-

jido)

1 Adenocarci- S 2.1
noma, mama

2 Adenocarci- 4.5 0.48
noma, mama

3 Adenocarci- 3 1.94
noma, mama

4 Carcinmomea
epidermoide 32 9.99
de pulmon

S Liposarcoma,
axila 38 8.42

6 Rabdomio-
sarcoma, 10 3.85
pectoral

7 Carcinmoma, 2.5 5.69

colon




TABLA 3

Estimulacion de la formacion de colonias de las células NRK-49F

Especimen Tumor Concentracion de N® de colonias
proteima (ug/ml)

1 Adenocarci- 1000 256
noma, mama

2 Adenocarci- 1091 54
noma, mama

3 Adenocarci- 968 30
noma, mama

4 Carcinoma
eplidermoide 1020 201
de pulmon

S Liposarcoma,
axila 1000 0]

6 Rabdomio-
sarcoma, 1000 128
pectoral

7 Carcinoma, 1000 137
colon
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FIGURA 17 A
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especimenes 1 (A), 2 (B) vy 3 (C). Se consideraron positivas las
colonias formadas por mas de 10 células después de 7 dias de
incubacion.
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FIGURA 17 B

400

! | L
600 800 1000

Mg de Proteina

T
200
7))
.
C
9 -
o
(8]
5 100} ,
4
o
[T} F II
E /l
o) .
pd -
0 200
f’.
P 100} L -
cC a
5 .
(o]
(9]
(7]
©
o
o 50F i
£
D
Z
0\ i 1 1 1
0 200 400 600 800 1000

Curva de dilucion de la estimulacion
de los extractos de los especimenes 4 (A), &6

Mg de Proteina

1504
("]
o 100
2 ,
S /!
o 7’
[
O /
’
Q@ ’
he) [
7
[
e 50 ’
[ /
E '
-: ’
z J
f.’
"
T L]
200

del desarrollo
(B v 7

142

1000 pg de proteina

de colonias
(C).



FIGURA 18

Colonias de ceélulas NRK-49F estimuladas con 1000 ug de proteina
de los extractos acido-alcohtlicos de los tumores 4 (carcinoma
epidermoide de pulmon) (A) vy & (rabdomiosarcoma de pectoral (B).
En C se muestran los controles de células NRK-49F,.
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B) Tratamientos figico-quimicos de los extractos crudos

Con el objeto de estudiar la naturaleza de las actividades
transformantes presentes en los extractos se realizaron los
tratamientos descriptos en la Tabla 4. Los TGFs aislados fueron
estables frente al calor y en medio acido , pero resultaron
inactivados por la tripsina. Esta inactivacion se evita en parte
cuando la tripsina se preincuba con el inhibidor de tripsina de
soja. Los TGFs también fueron inactivados por el ditiotreitol.
De acuerdo a los resultados obtenidos se evidencia que las ac-
tividades transformantes son polipéptidos estables frente al
calor que presentan puentes disul furo cuya integridad es necesa-

ria para el mantenimiento de la actividad biologica.



TABLA 4

Caracteristicas de los TGFs presentes en los extractos crudos

Numero de colonias

Espécimen

Tratamiento

1 2 3 4 6 7
Control 250 54 50 201 118 137
Tripsina ) O O 3 O 2
(S0 ug/ml 2h
a 37 “C)
Tripsina
(30 ug/ml) + 123 27 32 83 56 98

Inhibidor de
Tripsina de
soja (100 ug/ml)
2h a 37+C

Ditiotreitol

(0.065 M en 3 0 0 7 0 0
NHL,HCO~ 0.1 M

ith a 22 *~C)

Calor (36 *“C
=0 min) 200 48 36 180 79 109

Se trataron alicuotas conteniendo 1 mg de proteina de los exirac-
tos crudos como se describe en Materiales y Méetodos y luego
se probo su capacidad transformante sobre celulas NRK-49F,
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2) PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE TGFs DE NEOPLASIAS

MAL IGNAS HUMANAS.

A) Purificacion de los extractos acido-alcoholicos de
las neoplasias malignas por Cromatografia de Exclusibn

Molecular.

Los extractos crudos de los tumores malignos estudiados
en los cuales se conto con suficiente material, fueron purifi-
cados a8 fin de realizar luego la caracterizacion bioldgica de las
actividades transformantes presentes en ellos. De esta forma,se
completo el estudio de TGFs en neoplasias malignas humanas, dado
que los resultados obtenidos en esta parte del trabajo permitie-
ron comparar los TGFs presentes en tumores de distinto tipo
histologico y origen embrionario.

Asi, los extractos de 1los especimenes 4 (carcinoma epider-
moide de pulmon) y 6 (rabdomiosarcoma de pectoral) fueron purifi-
cados por cromatografia de exclusion molecular en una columna de
Bio-Gel P-60 de 2.6X60 cm, equilibrada y eluida con 4cido acetico
iM. La velocidad de elucion fué de 20 ml/hora y se colectaron
fracciones de 4.3 ml. Se determino la absorbancia a 280 nm y la
concentracion de proteinas de cada fraccion. Se liofilizaron
alicuotas de 1/8 de fraccién para estudiar actividad transfor-
mante de las células NRK-49F y competencia por los receptores de
EGF de placentas humanas vy de 1/40 de fraccion para determinar
actividad mitogénica sobre NRK-49F.
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En la Fig 19 se observa que al purificar 50 mg de proteina
del extracto acido-alcohdlico del carcinoma de pulmdn, se detec-
taron cinco picos de actividad transformante. Todos ellos elu-
veron después del pico de proteina. La actividad transformante
de mayor potencia presentd un peso molecular aparente de aproxi-
madamente 48,000 Da (Pico I), y los otros TGFs tuvieron pesos mo-
leculares de 36,000 Da (Pico I11), 9,000 Da (Pico I111), 6,000 Da
(Pico IV) y 4,000 Da (Pico V) (Fig 20).

Cuando se purificaron 19 mg de proteina del extracto del
rabdomiosarcoma de pectoral se obtuvieron cuatro picos de ac-
tividad transformante (Fig 21), Los pesos moleculares fueron de
31,000 Da (Pico 1), 20,000 Da (Pico II), 6,000 Da (Pico III1) vy
4000 Da (Pico 1V) (Fig 22).

El agregado de EGF (2 ng/ml) en el ensayo en medio semi-
SO0lido de agar no potencio la actividad transformante de nin-

guno de los TGFs aislados de estas neoplasias malignas.

B) Caracterizacion de los TGFs purificados

I) Ensayos de union al receptor del EGF

Las alicuotas descriptas,de las fracciones obtenidas de 1la
columna de Bio-Gel P-60y fueron ensayadas para determinar si
presentaban competencia con *=®]-EGF para unirse a los receptores

de membranma aislados de placentas humanas. Los Picos I, II vy

IIl del carcinoma de pulmoOn npo mostraron competencia por el
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receptor del EGF, mientras que los Picos IV y V mostraron respec-—
tivamente 467 y 617 de i1nhibicion de la union del L==]-EGF a su
receptor (Fig 19).

Se obtuvieron resultados semejantes con el rabdomiosarcoma.
Los Picos I y II no exhibieron competencia por el receptor del
EGF, el Pico III mostro un 25% de inhibicidon de la uniodn
del EGF y el Pico IV mostro un 247% de inhibaicion (Fig 21).

En ninguna de las fracciones obteridas de la purificacionm de
estos tumores se detectd presencia de EGF utilizandose para

ello el radioinmunoensayo especifico.

Il) Ensayos de actividad mitogénica y efectos en la sintesis
de DNA inducida por EGF e 1nsulina en cultivos en mono-

capa de las celulas NRK-49F,

Se ensayo la actividad mitogénica de los TGFs purifica-
dos del carcinoma de pulmon y del rabdomiosarcoma en cultivos
subconfluentes de ceélulas NRK-49F arrestadas por 72 horas en
medio con 0.5% de SFB. Se wutilizaron las alicuotas mencionadas
anteriormente de lous plcos de la cromatografia en Bio-Gel P-60.
En la Fig 23 se muestra que los Picos 1, 11, I1l del carcinoma de
pulmon no tuvieron actividad mitogénica sobre los fibroblastos
NRK durante las 24 horas siguientes a la estimulacion. E1 Pico
IV fue un potente estimulante de la sintesis de DNA y el Pi-
co V tambien exhibid actividad mitogénica, aunque en menor

grado. En el caso del rabdomiosarcoma los Picos 1 y 11 no
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estimularon la sintesis de DNA en ceélulas NRK mientra que

los Picos IIIl y IV se mostraron como potentes mitogenos para

estas celulas (Fig 24).

De acuerdo a lo descripto en los métodos experimentales
desarrollados (Sec 2.A I) el EGF en concentracion de 10 ng/ml
(1.5 nM) vy la 1insulina en una concentracion de 5 ug/ml inducen
una maxima estimulacion mitogénica de las células NRK-49F. En
este estudio se agregaron junto con las concentraciones referidas
de EGF e insulinma alicuotas de 1los picos de actividad transfor-
mante.

Los Picos I, 11, y IIl del carcinoma de pulmon inhibieron la
sintesis de DNA inducida por EGF e insulina, disminuyendo esta
inhibiclion a medida que aumenta la dilucion de la fraccion. Los
Picos IV y V no mostraron inhibicion de 1la sintesis de DNA
inducida por EGF e insulina, ni potenciaron la actividad mitoge-
nica de estos dos GFs (Fig 23).

Los resultados obtenidos con los TGFs del rabdomiosarcoma se
muestran en la Fig 24. Los Picos 1 y Il inhibieron la sintesis
de DNA inducida por EGF e insulina , mientras qQque los Picos I11 vy
IV no mostraron efectos inhibitorios ni actuaron en forma sinér-

gica para la induccion de la sintesis de DNA por EGF e insulina.
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FIGURA 19
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extracto acido-alcoholico del carcinoma epidermoide de pulmon. Se
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proteina utilizando el meétodo de Bradford (318). Se utilizaron
alicuotas de 1/8 de las fracciones para determinar presencia de
TGFs vy competencia por los receptores del EGF de membranas de
placentas. Los marcadores de peso molecular fueron anhidrasa

carbonica (29 kDa), RNasa (14 kDa) e insulinma (& KDa).
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FIGURA 20
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FIGURA 22
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FIGURA 23
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DILUCION

Ensayos de actividad mitogénica/inhibicidn de la sintesis de DNA
inducida por EGF e 1insulina en las ceélulas NRK-49F de los TGFs
del carcinoma de pulmon. Se sembraron en cada hoyo de una micro-
placa de cultivo 20.000 ceélulas NRK-49F en 200 ul de Mc Coy’'s 5A
con 107 de SFB. Después de 24 horas de incubacion se arresto el
crecimiento cambiando el medio por Mc Coy's S5SA con 0.5% de SFB.
Tres dias después se agregaron 1/40 parte de cada fracciéon con
actividad transformante vy las diluciones 1indicadas de estas
fracciones. Cuando se estudiaron los efectos de los TGFs sobre

la estimulacion mitogénica se agregaron EGF (10 ng/ml) e insulina
(5 ug/ml) Jjuntamente con los factores. Después de 8 horas se
anadieron 20 ul de (SH)timidina ( 1uCi/ml, 20 Ci/mmol) durante 16
horas. Luego se tripsinizaron las ceélulas y 1la radiocactividad
nuclear se determind como se describio en "Materiales y Métodos".
Los ensayos se realizaron por cuadruplicado y la DS estuvo dentro
del 10% para todos ellos.
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FIGURA 24
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DILUCION

Ensayos de actividad mitogénica/inhibicion de la sintesis de DNA
inducida por EGF e insulina en ceélulas NRK, de los TGFs alislados
del rabdomiosarcoma de pectoral. Las condiciones experimentales
fueron las descriptas en la Fig 23. Los datos representan la media
de 4 determinaclones, encontrandose DS dentro del 107%.
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II- AISLAMIENTO, PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE FACTORES DE

CRECIMIENTO Y TRANSFORMACION EN TUMORES DE MAMA INDUCIDOS
POR ACETATO DE MEDROXIPROGESTERONA EN HEMBRAS BALB/c.
ESTUDIO DE RECEPTORES PARA EGF E IGF-I EN LAS CELULAS TUMO-

RALES.

En la segunda parte de este trabajo se utilizé un modelo de
carcinogénesis experimental, desarrollado por Lanari y col.(316):
tumores de mama inducidos por acetato de medroxiprogesterona
(MPA) en hembras virgenes de la cepa BALB/c.

Para una mayor comprension de la relacion entre GFs y desa-
rrollo neoplasico resulta importante contar con un modelo de
tumorigénesis en raton dado que i) el tumor se localiza en un
area circunscripta bajo la piel y puede ser facilmente reconoci-
do, medido cuantitativamente y removido "in toto" para realizar
los estudios, 1i1) la existencia de cepas endocriadas de ratones
con incidencia reproducible de neoplasias mamarias proporciona
una herramienta fundamental para 1la 1investigacion de factores
etiologicos en la génesis de las mismas.

Este sistema de carcinogénesis hormonal presenta ademas la
ventaja de permitir estudiar la relacion entre a) GFs vy hor-
monodependencia del crecimiento tumoral y b) presencia de recep-

tores para hormonas y para GFs.
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A) INDUCCION DE ADENOCARCINOMAS DE MAMA POR MPA

1) INCIDENCIA

La administracion prolongada de MPA a 40 hembras Balb/c
produjo la aparicion de adenocarcinomas de mama en 16 de ellas.
Considerando el riesqgo de desarrollar un tumor que tienen los
animales que mueren antes de finalizar el experimento se llega a
una incidencia acumulada del 897 (Fig 23). Ninguno de los 60
ratones machos inoculados de la misma manera desarrolld adenocar-
cinomas de mama, ni tampoco las 42 hembras virgenes utilizadas
como control.

Las hembras tratadas con MPA presentaron frecuentemente
lesiones preneoplasicas en las glandulas mamarias. La mayoria
de estas lesiones fueron del tipo ductal (DH) y S0lo en tres
casos fueron hiperplasicas alveolares (HAN). Las primeras eran
estructuras ductales dilatadas revestidas de epitelio cilindrico
tendiendo a la estratificacion con anormalidades nucleares (Fig
26). La hiperplasia atipica intraductal se caracterizéd por el
crecimiento papilar con diversos grados de atipia (Fig 27)

Los adenocarcinomas de mama fueron del tipo B de la clasifi-
cacion de Dunn (326), habiéndose detectado un solo caso de adeno-
cantoma vy un carcinoma en el cual el area epitelial mostraba
cierta diferenciacion escamosa.

La mayoria de los adenocarcinomas fueron tumores infiltran-

tes quisticos formados por células cilindricas atipicas con
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tendencia variable a formar espacios glandulares (Fig 28 y 29).

Las lesiones de tipo HAN observadas estuvieron siempre asociadas
con tumores de mama mas indiferenciados, compuestos de masas
basOfilas de células atipicas que no mostraban tendencia a dejar
espacios glandulares (Fig 30). Las células tumorales fueron
positivas para queratina (Fig 31) vy negativas para desmina y

vimentina.

2) TRANSPLANTES SINGENEICOS DE LOS ADENOCARCINOMAS

El transplante de 5 tumores de mama inducidos por MPA a
ratones singeneicos dio lugar al establecimiento de &6 lineas
tumorales, dado que un tumor primario origino dos lineas dife-
rentes. En este trabajo se estudiaron las lineas surgidas de
este unico tumor primario.

En la Fig 32 se observan los patrones de crecimiento tumoral
de las dos lineas. En una de ellas, los tumores alcanzaron un
gran tamaro dos meses después de su implantacion, vya sea en
presencia o en ausencia de la hormona’a esta linea la denominamos
hormonoindependiente (HI). En el otro patron de crecimiento
tumoral, las neoplasias se desarrollaron muy poco en los ratones

no tratados, aun 6 meses después del inbculo tumoral; en estos
casos hubo una diferencia muy significativa tanto en la latencia

como en los tamaros de los tumores. A esta linea se la llamo6

hormonodependiente. El analisis de los factores de crecimiento vy
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transformacion se realizé en los tumores de la limea hormonoin-
dependiente (HI), en los tumores hormonodependientes tratados con
MPA (HDz) y hormonodependientes desarrollados en ausencia de la

hormona (HD.).



FIGURA 25

Incidencia de adenocarcinomas de mama en hembras BALB/c
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FIGURA 26
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FIGURA 28

Adenocarcinoma infiltrativo, Nnotese el espacio quistico revestido

por epitelio cilindrico con diferenciacidn glandular.
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Adenocarcinoma ductal

estroma. H-E X 125.
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FIGURA 29
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FIGURA 30
165

Adenocarcinoma de mama indiferenciado relacionado con HAN.

H-E X 40.




FIGURA
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FIGURA 32
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Crecimiento tumoral de dos lineas derivadas de un mismo tumor
inducido por MPA, transplantadas .en ratones tratados (puntos
llenos) y no tratados (puntos blancos) con MPA. En el caso de
la linea B las diferencias en tamafos tumorales son estadistica-
mente significativas. (test t de Student, p<0.035) (327)

A: HI, B: HD.
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B) AISLAMIENTO, PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE TGFs

1) EXTRACCION ACIDO-ALCOHOLICA DE TGFs DE LOS ADENOCARCINOMAS

Se realizo la extraccibn Acido-alcohdlica de 50 g de tumor
de 1la 1linea hormonoindependiente (HI), 100 g de la hormonode-
pendiente tratada con MPA (HDz) y 25 g de la hormonodependiente
sin tratar con MPA (HD.). Se probd 1a capacidad de los ex-
tractos crudos dializados y liofilizados de promover el creci-
miento en medio semisdlido de las células NRK-49F en ausencia vy
presencia de 2 ng/ml de EGF. En 1los tres tipos tumorales se
determino la presencia TGFs. En coincidencia con los resultados
obtenidos con los tumores humanos se observo que 1a respuesta de
las ceélulas dependia de la concentracién de proteinas. Ademas 1la
actividad transformante fue potenciada por el EGF (Fig 33).

Para determinar las propiedades fisico-quimicas de 1los TGFs
presentes en los extractos se realizaron 1los tratamientos des-

criptos en la Tabla 5
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FIGURA 33
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Estimulacion del desarrollo de colonias de las células NRK-49F
por los extractos Aacido-alcohdlicos de los tumores A: HORMONODE-
PENDIENTE TRATADO CON MPA (HD=z), B: HORMONOINDEPENDIENTE (HI) Y
C: HORMONODEPENDIENTE SIN MPA (HD,). Se utilizaron 6X103 célu-
la¥rml y se consideraron colonias aquellas que tuvieron 50 ceélulas
después de 7 dias de incubacion, ---- + EGF (2ng/ml); - EGF.
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TABLA O

Caracteristica= de 1oz TGFs presentes en los exiractos crudos
Numero de colorias
Espécimen
Tratamienrnto HD, HD - Hi
Control Ry 4745 474
Tripsina
(50 ug/ml 2h 12 q
a 37 “C)
Tripsaina
(50 ug/m}l) +
inhibidor de 206 189 286
Tripsina de
soja (100 ug/ml)
2h a 37+C
Ditiotreirto!
(0.065 M en
NHaHCO= 0.1 M
Ilh a 22 *=C)
Calor (56 ~C
30 min) 611 432 425
Se trataron alicuotas conteniendo | mg de proteins de l!os extrac-
tos crudos como se describe en Materiales y Metodos y ituego
se probo su capacidac trancformante sobre ceélulas NPe -a9F



2) PURIFICACION DE LOS EXTRACTOS POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNAS

DE BIO-GEL P-60.

Cien mg de proteina de cada tumor fueron purificados por
cromatografia de exclusiédn molecular en Bio-Gel P-60.

En la Fig 34 se observa que en 1los tumores HD, y HDz se
encuentra presente un TGF de alto PM (43 KDa) qQue estimula la
formacion de colonias de NRK-49F en ausencia de EGF exégeno, pero
cuya actividad es potenciada por EGF. Este pico no se observa
en el tumor HI.

En los tres tumores esta presente un TGF de 13 KDa, que solo

es activo en presencia de EGF (Fig 34).
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Cromatografia de exclusion molecular de los extractos Aacido-
alcohtlicos de los tumores A: HD=, B: HI Y C: HD,. Se utilizo una
columna de Bio-Gel P-60 equilibrada y eluida con acido-aceético 1
M. La velocidad de elucion fue de 16 ml/hora vy se colectaron
fracciones de 3 ml. Se sembraron 100 mg de proteina de cada
extracto. Los marcadores de PM fueron: ovoalbumina (43 KDa),
Quimotripsinogeno (25 KDa), ribonucleasa A (13.5 KDa) e insulina
(6 KDa). Se utilizaron alicuotas de 1/12 parte de cada fraccion
para determinar actividad transformante en presencia y ausencia
de EGF.
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3) CARACTERIZACION DE LOS TGFs PURIFICADOS POR COLUMNA DE BIO-

GEL P-60.

Con el objeto de caracterizar los TGFs purificados se proce-
dio a wunificar las fracciones de las columnas con actividad
transformante.

En el tumor HD, las fracciones 44-54 se unieron liofilizan-
dose luego distintas alicuotas. Idéntico procedimiento se siguiod
con las fracciones 38-44 del tumor HD=.

Se realizaron también tres '"pools" con las fracciones co-
rrespondientes al TGF de 13 KDa en los tres tumores (72-84 en el

HD,,68-80 en el HD= y 68-82 en el HI).

A) Ensayos de competencia por los receptores de EGF

Se estudio la competencia de los TGFs con el 1=®I-EGF por
los receptores aislados de membranas de placentas humanas.
Utilizando 125, 2350 y 300 ug de proteinas del "pool" de frac-
ciones correspondientes a cada uno de los picos, ninguno de los

TGFs fue capaz de inhibir la union del EGF a sus receptores.



B) Ensayos de estimulacion mitogénica/ inhibicion de la sin-
tesis de DNA inducida por EGF e insulina en las células NRK-

49F,

Para completar 1la caracterizacion de los TGFs se estudio la
capacidad de los mismos de estimular la incorporacion de (SH)ti-
midina en cultivos subconfluentes de células NRK-49F arrestadas
durante 72 horas en medio con 0.5% de SFB.

Utilizando 200 ug de proteina de 1los picos de 13 KDa ais-
lados de cada uno de los tumores no se detecto estimulacion de la
sintesis de DNA en las ceélulas NRK-49F (Fig 395).

Realizando el ensayo con igual cantidad de proteina de los
picos de 43 KDa presentes en la linea hormonodependiente, con vy
sin MPA, tampoco se observo actividad mitogénica sobre NRK-49F
(Fig 35).

En la Fig 35 se observa también que tanto los TGFs de 13 KDa
aislados de los tres tipos tumorales, como los de 43 Kda de los
tumores hormonodependientes, son potentes 1inhibidores de la
sintesis de DNA inducida en las células NRK-49F por EGF e in-

sulina .
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FIGURA 35
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4) PURIFICACION DE LOS TGFs POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA

PRESION EN COLUMNA DE INTERACCION HIDROFOBICA

Los TGFs de 13 KDa aislados y purificados de los tres tumo-
res vy los de 43 Kda de los tumores HD, y HDz se siguieron purifi-
cando por cromatografia liquida de alta presiéon en columnas de
interaccion hidrofédbica TSK Phenyl SPW. Se utilizd este método
dado el buen resultado obtenido en la purificacion del TGF-B de
plaquetas humanas. (Fig 16)

Se sembraron 5 mg de proteina de cada TGF y se eluyd con un
gradiente lineal entre 1.5 My 0.02 M de acetato de amonio. Se
colectaron fracciones de 3 ml y 1/10 parte de cada una fue liofi-

lizada para determinar actividad transformante en presencia de

EGF.

En la Fig 36 se observa 1la purificacion de los TGFs de 13
KDa. En los tres casos un solo pico de actividad transformante
eluye entre 0.45 y 0.50 M de acetato de amonio. Este resultado

contrasta con la elucion del TGF-B de plaquetas descripta en Fig
16.

En la Fig 37 se muestran los resul tados obtenidos utilizando
el mismo procedimiento de purificacion para 5 mg de proteina de
los TGFs de 43 KDa de los tumores HD, y HD=. En estos casos se
observa un solo pico de actividad transformante qQque eluye a una
concentracion aproximada de 1.30 M de acetato de amonio.

En ambas figquras se observa que este método permite separar

a los TGFs de la mayoria de la proteina contaminante.
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FIGURA 36
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Cromatografia liquida de alta presiodon de los picos de actividad
transformante de PM aparente 13 KDa. Se utilizo una columna de
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eluidos con un gradiente 1lineal entre 1.5 My 0.02 M de acetato
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colectaron fracciones de 3 ml y 1/10 parte de cada una fue liofi-
lizada para determinar actividad transformante en presencia de
EGF (2 ng/ml). A: HD=, B: HI, C: HD,.
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9) BLOQUEO DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS TGFs DE 13 Y 43 KDa

Los resultados obtenidos en 1la caracterizacion de los TGFs
aislados y purificados de los tumores indicaban que estos fac-
tores compartian con el TGF-B descripto propiedades biolégicas
tales como i) el requisito de la presencia de EGF para producir
transformacion fenotipica, 1ii) la inhibicion de la sintesis de
DNA inducida en células NRK-49F por EGF e 1insulina y 1iii) la no
competencia por los receptores del EGF. Ademas, los TGFs de 13
Kda de PM aparente elufian en 1la misma posicién que el TGF-8 en
las columnas de Bio-Gel P-60 que el TGFB. Sin embargo, el
resul tado obtenido en la purificacion de los factores por HPLC
indicaba que eéstos eran diferentes al TGF-3 aislado de plaquetas
humanas. Asi, se decidio estudiar la identidad inmunoldgica de
los factores purificados con los TGFB, y TGF-8z.

Se ensay® la capacidad de un anticuerpo anti TGF-B de neu-
tralizar la actividad biologica de los TGFs de 13 y 43 KDa puri-
ficados por HPLC.

La fraccion con actividad transformante (1/10 parte) fue
incubada con EGF en presencia y ausencia de un anticuerpo capaz
de bloquear al TGF-B8, porcino y humano y al TGF-B= porcino. Como
control se utiliz6 TGF-B comercial purificado de plaquetas por-
cinas. Los TGFs también se incubaron con un anticuerpo anti
TGF =L - En la Tabla 6 se observa que el anticuerpo empleado no
es capaz de bloquear la actividad transformante de los TGFs de 13

KDa, confirmandose asi la falta de identidad inmunoldégica de
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estos factores con los TGF-f1. y TGF-B=.
Idénticos resultados fueron obtenidos cuando se estudid los

TGFs de 43 KDa de los tumores HD, y HD= (Tabla 7).



TABLA &6

EFECTO DE UN ANTICUERPO ANTI TGF-B8 SOBRE LA ACTIVIDAD TRANSFOR-

MANTE DE LOS TGFs DE 13 KDa PURIFICADOS POR HPLC

COLONIAS
CONTROL +ANT ICUERPO +ANT ICUERPO
ANTI TGF-B ANTI TGF-oL
TGF~HD, 2391 + 204 2180 + 180 2234 + 197
TGF-HD= 1427 + 136 1460 + 129 1573 + 132
TGF-HI 1311 + 120 1295 + 119 1427 + 125
TGF-B 2600 + 275 49 + 5 2297 + 256

TGF-HD,: TGF DE PM 13 KDa PURIFICADO DEL TUMOR HORMONODEPEN-
DIENTE SIN M™MPA, TGF-HD=: TGF DE PM 13 KDa PURIFICADO DEL TUMOR
HORMONODEPENDIENTE TRATADO CON MPA Y TGF-HI: TGF DE PM 13 KDa
PURIFICADO DEL TUMOR HORMONOINDEPENDIENTE.

LOS RESULTADOS SE EXPRESAN COMO X+ ES.
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TABLA 7

EFECTO DE UN ANTICUERPO ANTI-TGF- SOBRE LA ACTIVIDAD TRANSFOR-
MANTE DE LOS TGFs DE 43 KDa PURIFICADOS POR HPLC.

COLONIAS
COMTROL +ANT ICUERPO +ANT ICUERPQ

ANT I -TGF -8 ANTI~-TGF
TGF-HD, i957 + 180 1849 + 163 1930 + 195
IGF-HD= 1224 + 1473 1338 + 123 1257 + 142
TGF -8 2600 + 275 49 + S 2297 + 256

TGF-HD,: TGF DE 43 kDe PURIFICADO DEL TUMOR HORMONODEPENDIENTE
SIN MFA., TGF-HD=: TGF DE 43 kDa PURIFICADO DEL TUMGR HORMONODE -
PENDIENTE TRATADO CUN MPA

Los resultados de las Tablas 6 y 7 muestran el ensayo de la
capacidad de un anticuerpo anti-TGF-fJ de meutralizar la actividad
transformante de los TGFs de 13 vy 43 KDa purificados por HPLC.
Cada fraccion con actividad transformante (1710 parte) fue in-
cubada con 2 ng/ml de EGF en presencia y ausencia de 50 ug/ml de
un anticuerpo capaz de bloquear la actividad biolotgica de TGF-f3;
porciro y humano y de TGF-fiz porcino. Se utilizo como control
TGF-B comercial purificado de plaquetas porcinas (0.5 ng/ml). Los
TGFs fueron tambiérn i1ncubados en preserncia de S0 ug/ml de un
anticuerpo anti TGF-o\

Resul tados expresados como X+ ES
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C) ESTUDIO DE LA PRESENCIA DE FACTORES DE CRECIMIENTO (IGF-1I,

EGF) Y DE SUS RESPECTIVOS RECEPTORES EN LOS ADENOCARCINOMAS.

Segqun lo mencionado en la Introduccion, GFs que participan
en la regulacion del crecimiento celular normal, también podrian
estar involucrados en el proceso de transformacion neoplasica.
Entre estos factores se encuentran EGF e IGF-1 los qQue de acuerdo
a las evidencias obtenidas por diversos autores podrian tener un
rol autocrino positivo en el crecimiento tumoral (92,93,114,117,
121,148,149,150).

En este trabajo se estudid la sintesis de EGF e IGF-1 en los
distintos tipos tumorales asi como la presencia de receptores
para estos factores en las células que los producen. El objeti-
vo fue i1nvestigar la hipotesis autocrina del desarrollo neopla-
SicO.

Nuevamente, la ventaja de contar con este modelo de car-
cinogeénesis Nos permitlo analizar la influencia de la hormona MPA
en la sintesis de GFs y la relacién entre la presencia de recep-

tores para GFs y hormonas esteroideas.
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1) DETERMINACION DEL CONTENIDO DE EGF E IGF-I

Se realizo la extraccibdn Acido-alcohdlica segun el método de
Roberts (192,194) de muestras individuales de los tumores HD.,
HD= y HI. En los extractos se determin® la concentracidn de EGF e
IGF-1 utilizando los RIAs correspondientes.

En la tabla B se observa que hay un significativo aumento en
la sintesis de EGF en los tumores HD tratados con MPA respecto
del hormonodependiente sin MPA. El nivel de EGF en el tumor HI si
bien es menor que en el HDz es significativamente mayor que en
los tumores HD,. Estos resultados indican que el MPA estimula la
sintesis del EGF.

Resul tados semejantes se obtuvieron en el estudio de los
niveles de IGF-I. En la Tabla 9 se observa que el MPA induce

también la sintesis de IGF-I.
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TABLA 8

CONTENIDO DE EGF EN LOS EXTRACTOS ACIDO-ALCOHOLICOS DE LOS TUMORES

TUMOR EGF (ug/g DE TUMOR)
HD1 1.87 + 0.17
(N=4)
HD= 4,22 + 0.64
(N=4)
HI 3.96 + 0.26
(N=3)

Se realizo la extraccibn 4cido-alcohélica de muestras individua-
les de cada uno de los distintos tumores y se determino la con-
centracion de EGF wutilizando el radioinmunoandlisis correspon-
diente. Los datos representan la Media + Error Standard

Al aplicar el TEST de WILCOXON (328) para analizar la significa-
cion en la diferencia de los valores del contenido de EGF

se obtuvo :

entre HD, y HD= p= 0.0285

0.0571

entre HD, y HI P

entre HDz y HI p> 0.5
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TABLA <

CONTENIDO DE IGF-1I EN LOS EXTRACTOS ACIDO-ALCOHOLICOS DE LOS

TUMORES
TUMOR IGF (ng/g DE TUMOR)

HD1 38.50 + 3.77

(N=4)

HD= 94,00 + 17.07

(N=4)

HI 56.00 + 6.93

(N=3)

Se realizo 1a extraccion acido-alcohédlica de muestras individua-
les de cada uno de los distintos tumores vy se determino la con-
centracion de IGF-I1 utilizando el radioinmunoandlisis correspon-
diente. Los datos representan la Media + Error Standard

Al aplicar el TEST de WILCOXON (328) para analizar la significa-
C16n en la diferencia de los valores del contenido de IGF-I

se obtuvo :

entre HD, y HD= p= 0.0285
entre HDy y HI p= 0.0571
entre HDz y HI p= 0.1143
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2) DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE EGF E IGF-I POR RlAs

EN LAS FRACCIONES DE LA COLUMNAS DE BIO-GEL P-60.

Se trabajo con las fracciones obtenidas al purificar 100 mqg
de proteina, de cada uno de los extractos acido-alcohdlicos, por
columnas de Bio-Gel P-60. Sobre alicuotas de las fracciones
impares se realizaron los RIAs para determinar la presencia de
EGF e IGF-I. En la Fig 38 se observa la elucion del EGF e IGF-I

en los correspondientes rangos de PM.
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Las fracciones impares colectadas de las columnas de Bio-Bel P-60
y liofilizadas se redisolvieron en HCl 4 mM y se neutralizo luego
con "buffer" fosfato. 1/15 parte de cada fraccion fue utilizada
para realizar el RIA de IGF-1 y 1/60 parte para el RIA de EGF.
Los marcadores de PM fueromn ovoalbumimna (43 kKDa), qQuimotrip-
sinogeno (25 KDa), ribonucleasa A (13.9 KDa), e imnsulina (6 Kda).
A: HD,, B: HD=, C: HI.
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3) DERMINACION DE LA PRESENCIA DE LA PROTEINA TRANSPORTADORA DE

I1GF-1

La presencia de IGF-1 en los extractos acido-alcohdlicos de
los distintos tumores evidencio la sintesis de este GF por las
celulas tumorales.

Se conoce actualmente que los IGF-1 vy II se encuentran
asociados a proteinas (IGF-BP) que en un primer momento fueron
descriptas como simples transportadoras que prolongaban la vida
media de los [GFs. Sin embargo, distintos hallazgos han hecho
evidente que estas proteinas estan involucradas en la modulacion
de la actividad biologica de los IGFs (329,330,331,332).

Por lo tanto, se investigd® la produccion de proteimas tranms-
portadoras de IGF-1 por las ceélulas neoplasicas como ura forma de
ampliar el estudio del mecanmismo de accio6onm de IGF-I.

Para realizar este estudio se utilizaron las fracciones de
la cromatografia en Bio-Gel P-60 donde se eluy® con acido acético
1 M. E1l trabajo a pH 4cido fue importante para asegurar la
deteccci6n de cualesquiera de las especies de la 1GF-BP producida
por las celulas tumorales. En efecto, ese pH permite 1) la
completa disociacion del IGF endbgeno de la proteina transpor-
tadora, 11i) la disociacion de la especie de 150 KDa de la BP en
su subunidad de 50 KDa que podria ser detectada en 1 columna de
Bio-Gel P-60.

Se i1ncubo 1/15 parte de las fracciones. de la cromatografia

con *==]-IGF-1 y l'uego se separ® la hormona libre mediante adsor-
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cion con Norit A.
En los tres tumores se determind la presencia de una prote-

ina transportadora de IGF-I1 de PM aproximado 43 KDa (Fig 39).

4) DETERMINACION DE RECEPTORES DE ESTROGENOS Y PROGESTERONA

En la Tabla 10 se observa que el tumor HD con y sin MPA
presenta altos niveles de receptores para estrogenos y progeste-
rona. Por el contrario, el HI presenta bajo contenido de E-R vy

PG-R.
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Determinacion de la presencia de la proteina transportadora de
IGF-1I en los tumores A: HD1; B: HD=; C: HI. Se 1incubd 1/15 parte
de las fracciones de la cromatografia en Bio-Gel P-60 con 20,000
cpm de *=®]-IGF-1 durante 16 horas a 4 <“C. Luego se separo la
hormona libre mediante adsorcion con Norit A
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TABLA 10

Concentracion de receptores de estrégenos (E-R) y progesterona

(PG-R) en fentomoles/mg de proteina .

TUMOR ER PR
HD, 254 708
46 150
64 78
a8 63
234 498
HD= 154 272
90 41
82 70
54 240
99 119
HI 24 ND
36 ND
31 ND
29 12
31 6

ND: no detectables
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S) DETERMINACION DE RECEPTORES PARA EGF EN LOS TEJIDOS

TUMORALES

Los resultados expuestos en las Tablas B y 9 demostraron la
sintesis de EGF e IGF-I en los tres tipos tumorales. Por lo
tanto, los estudios radioligando-receptor de ambos GFs se lleva-
ron a cabo realizando el tratamiento de las membranas con un
"buffer” CINa glicina de pH 3, que produce 13 disociacion del
factor endogeno.

En la Tabla 11 se muestran los resultados obtenidos en los
estudios de receptores de EGF. Los preparados de membrama fueron
los descriptos en la Seccion Materiales y Metodos 12. B. I.ii

Para la determinacion del numero de receptores se realizo el
ensayo en condiciones de saturacion utilizéndose 2 nM 1==]-EGF.

Tal como se observa tanto lIos tumores HD, como los HI pre-
sentan receptores para este factor, siedo Q= 27.6 fmoles/mg de
proteina para el HD, y 23.27 fmoles/mg para el HI. En los tumo-
res HDz hay una significativa disminucion en los niveles de EGF-R
(G= 7.12 fmoles/mg de proteina).

Para el estudio de la afinidad de los receptores en los
tumores se realizo un "pool" con 1los preparados de membrana de
los tumores HD, y HI vy se realizo el ensayo en las condiciones
descriptas en Materiales y Metodos. Los datos, analizados segun
el método de Scatchard se observan en la Fig 40, siendo Kd=

0.8X10-* M y Q= 25.9 fmoles/mg de proteina.
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TABLA 11

DETERMINACION DE RECEPTORES PARA EGF

TUMOR HD, HD= HI

RECEPTORES DE EGF (fmoles/mg de proteina)

28.6 8.30 27.2
25.0 3.90 19.09
23.4 6.61 20.4
27.9 6.9 24.7
30.9 8.9 25

X= 27.16 X= 7.12 X= 23.27
ES= 1.33 ES= 0.70 ES= 1.51

100 ug de proteina de membrama de cada una de las lineas tumora-
les se incubaron a 4 °C durante 16 horas con 2 nM *=®I-EGF en
presencia y ausencia de 500 ng de EGF:- Al aplicar el TEST de
WILCOXON (328) para analizar la significacion en la diferencia de
los valores de receptores de EGF se obtuvo:

entre HDy y HD= P= 0.007936

entre HD1 y HI P= 0.09523

entre HD=> y HI P= 0.007936
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FIGURA 40
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Analisis de Scatchard de los datos de union del EGF a sus recep-

tores en el "pool" de membranas de los tumores HD., y HI
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6) CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LOS REPTORES PARA EGF EN LAS

CELULAS TUMORALES

Después de realizar los ensayos de union del EGF a su recep-—
tor de membrana se estudiaron las caracteristicas estructurales
del mismo.

Para ello, se uso el reactivo de entrecruzamiento disuc-
cinimidil suberato (DSS) que permite la unidn especifica y cova-
lente del GF marcado a su receptor. Esta técnice hace posible
la posterior caracterizacion del complejo GF-receptor marcado por
métodos fisicos como la electroforesis en presencia de dodecil-
sul fato de sodio (SDS).

Para la caracterizacion de los receptores del EGF se utili-
zaron las membranas del tumor HI.

La Fig 41 corresponde a la autoradiografia del gel fijado y
secado obtenida con upa exposicion de 14 dias. La preparacion de
membrana fue la descripta en 12. B.1.11. De acuerdo a lo in-
dicado en la leyenda se sembraron distintas cantidades de prote-
ina de membrama incubada con el *T®]-EGF y tratada posteriormente
con DSS. La Fig 42 es la autoradiografia del gel obtenido con
las membranas preparadas segun la técnica detallada em 12 B.I.i.
Nuevamente se sembraron distintas cantidades de proteina de
membrara incubada con *=®]-EGF vy estabilizado el complejo GF-
receptor con DSS.

lal como se observa en ambas figuras, aparece una banda

intensamente marcada en la zona de PM 170,000 la que es completa-
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mente inhibida por el EGF frio.

De acuerdo a esto, este componente de membrana corresponde
al receptor del EGF vy es seme)ante en sus propledades estruc-
turales al descripto en wuna gran variedad de tipos celulares
(107,108,109,110).

Las bandas de mucho menor intensidad que se observan en la
zona de PM bajos probablemente representan productos de clivaje
del receptor tal como ha sido descripto por otros autores (109,
110).

La Fig 43 presenta 1los geles con los cuales se obtuvieron
las autoradiografias de 1as~ Fig 41 y 42, terRidos para proteinas

con Coomassie Blue.
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ESTABILIZACION COVALENTE DE LOS COMPLEJOS *==]1-EGF UTILIZANDO LAS
MEMBRANAS DEL TUMOR HI. Autoradiografia del gel fijado y secado
obtenida con 14 dias de exposicion.

Las membranas, preparadas como se describid en Materiales vy
Métodos 12. B.1.11, se incubaron con 1.5 NmM =2*==2]-EGF a 4 “C
durante 16 horas en Buffer PBS pH 7.4 conteniendo 2 % de BSA.
Después de lavar la hormona no unida las membranas se incubaron
con 0.2 mM DSS a 0 ©“C durante 15 minutos y se par® la reacciodn
por dilucidon con "buffer" Tris pH 7.4, se centrifugd y con el
preparado de membrana resultante se realizo 1la electroforesis en
las condiciones descriptas en Materiales y Metodos. Las alicuo-
tas sembradas fueron de 200 ug de proteima en el canal 1, 300 ug
en el camnal 3 y 400 ug en el 5. Los canales 2,4 y & corres-
ponden a la incubacion en presencia de 500 ng de EGF frio. Los
numeros a8 la 1zquierda representan los PM X 10-3 de los mar-
cadores utilizados en la corrida.
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FIGURA 42
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ESTABILIZACION COVALENTE DE LOS COMPLEJOS *==]-EGF EN LAS MEMBRA-
NAS DEL TUMOR HI. Autoradiografia del gel fijado vy secado ob-
tenido con 14 dias de exposicion.

Las membranas fueron preparadas como se describid en Materiales y
Métodos 12 B 1.1. Las condiciones de trabajo fueron las descrip-
tas en la figura anterior. En el canal 1 se sembraro 100 ug de
proteinmna, en el 3: 200 ug, en el 5: 400 ug y en el 7:600 ug. Los
canales 2, 4, &6, y B corresponden a la presencia de 500 ng de EGF
durante la 1i1ncubacion,
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FIGURA 43

Electroforesis correspondientes a las autoradiografias de las

Figs @: 41, B: 42,

Se utilizd el sistema discontinuo de Laemmli (324). Los geles
fueron del 7.5% de poliacrilamida. Se presenta el gel te’sido
para proteinas con Coomassie Blue . Los marcadores de PM sembra-
dos en el canal 1 fueron: miosina (cadena H) PM 200,000; fos-

forilasa B PM 97,400; albumina seérica bovina PM 68,0003

ovoalbumina FPM 3,000; quimotripsindgeno PM 25,7005 B-lacteoglo-
bulina PM 18,4000;: lisozima PM 14,300.
200




7) DETERMINACION DE RECEPTORES PARA IGF-I EN LOS TEJIDOS TUMO-

RALES

La presencia de una proteina transportadora de IGF-1I en los
extractos acido-alcohdblicos de los tres tipos tumorales, deter-
min® la necesidad de estudiar cuidadosamente las condiciones
experimentales que permitiesen establecer el numero de receptores
y la afinidad de los mismos por el IGF-1, en 1las células malig-
nas.

En efecto, trabajos recientes consignan que en tejidos en
los cuales hay sintesis de proteinas transportadoras de IGF-I, en
los preparados de membrana utilizados para el estudio de recep-
tores de IGF-1, suelen encontrarse presentes estas proteinas. La
interpretacion de 1los datos de los ensayos radioligando-receptor
se ve asl dificultada por la contribucion de 1la proteina trans-
portadora a la union del IGF-I1 (329,330,331,332).

Dado que por los resultados mostrados en la Fig 39 cono-
ciamos el PM de la IGF-BP sintetizada por las ceélulas tumorales,
el primer paso consistio en realizar un ensayo de union del IGF-
I, en condiciones de saturacion, a las membranas del tumor HI,
seguido por la estabilizacion covalente del complejo GF-receptor
mediante el empeo de DSS. De esta forma, la presencia de la
proteina transportadora de IGF-1, en los preparados de membrana,
seria facilmente visualizada en las autoradiografias.

La Fig 44 muestra los resultados obtenidos en este ensayo.

Como puede observarse, ademas de las bandas de alto PM, qQue co-
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rresponden al receptor del IGF-1 y que seran analizadas en la
seccion siguiente, se observa una banda marcada en la region de
PM 43 KDsa. Los canales 1 y 2 corresponden al preparado de
membrana obtenido sequn la teécnica descripta en 12 B I.i y los
canales 5 y & a los preparados obtenidos con la teécnica 12 B
I.ii. Esto nos permiti® establecer que estas membranas estaban
contaminadas con l1la IGF-BP y por lo tanto que para obtener datos
de la wunib6n del IGF-1 a su receptor era necesario procesar los
tejidos de modo de eliminar 1la IGF-BP.

Asi, se desarrollo la técnica descripta en 12 B I1.

Los tres tipos de tumores se procesaron segun esta metodologia vy
nuevamente se utilizaron las membranas del tumor HI para realizar
un ensayo radioligando-receptor en las condiciones anteriores y
luego estabilizar covalentemente el complejo GF-receptor.

En la Fig 45 se observa que en estas membranas ha desapare-
cido la banda de 43 Kda.

Por 1lo tanto 1los estudios posteriores de receptores para
IGF~-1 se realizaron con estos preparados a los que denominamos
fraccion microsomal.

En la Tabla 12 se observan los resultados de los experimen-
tos de union del IGF-1 en los tres tipos tumorales, realizados en
condiciones de saturacion -

Tal como se encontro para el EGF se determind la presencia
de receptores en los tumores HD, y HI.

La afinidad se estudid realizando un "pool" de las membranas

de los tumores HD, vy HI. El ensayo se realizo de acuerdo a lo
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descripto en Materiales y Métodos y los datos de uniop se anali-
zaron segun el metodo de Scatchard utilizando el programa LIGAND
(333) para dos sitios de union,.

En la Fig 46 se muestran los datos que indican la presencisa
de sitios de alta afinidad ( Kd= 3.4X12-*= M ; Q= 22.5 fmo-
les/mqg) y de sitios de baja afinida (Kd= 1.3X10-*2 M; Q= 143.7

fmoles/mg)



FIGURA 44
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ESTABILIZACION COVALENTE DE LOS COMPLEJOS *==1-1GF UTILIZANDO LAS
MEMBRANAS DEL TUMOR HI. Autoradiografia del gel fijado y secado
obtenida con 14 dias de exposicion.

Los canales 1 y 2 corresponden al preparado de membrana obtenido
segun la técnica descripta en 12 B 1.1 y los canales S y 6 a los
preparados obtenidos con la técnica 12 B I.ii. Canales 3 y 4:
preparados de membrana desnaturalizados.

Estas membranas se incubaron con 1.12 nM *22]-IGF a 4 ©“C
durante 16 horas en Buffer Tris 25 mM, ClMg 10 mM pH 7.4 Despues
de lavar la hormona no unida las membranas se incubaron con 0.2
mM DSS a O “®C durante 15 minutos y se pard la reaccidn por dilu-
cion con "buffer" Tris pH 7.4, se centrifugd Yy con el preparado
de membrana resultante se realizo la electroforesis en las con-

diciones descriptas en Materiales vy Metodos. Las alicuotas
sembradas fueron de 200 ug de proteina en cada uno de los cana-
les. Los canales 2 y 6 corresponden a la incubacion en presencia
de 500 ng de IGF frio. Los numeros a la izquierda representan

los PM X 10-3 de los marcadores utilizados en la corrida.

204




FIGURA 45

ESTABILIZACION COVALENTE DE LOS COMPLEJOS *==I1-1GF UTILIZANDO LAS
MEMBRANAS DEL TUMOR HI

Autoradiografia del gel fijado y secado obtenida con 14 dias de
exposicion, Los preparados de membrana fueron obtenidos segun
lo descripto en Materiales y Métodos 12. B.It. Las condiciones
de trabajo fueron idéenticas a las de la Figura anterior. En los
canales 1 y 2 se sembraron 100 ug proteina, correspondiendo el
canal 4 a la incubacion en presencia de 500 ng de IGF-1 frio-
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TABLA 12

DETERMINACION DE RECEPTORES PARA IGF-I

TUMOR HD.

HD=

HI

RECEPTORES DE IGF-I

(fmoles/mg de proteina)

93.12
41.14
78.43
150.02
54.46
129.50
89.70
142.97
74.84

X= 90.46

ES= 13.33

16.00
22.90
29.20
16.89
24 .00
25.62

x|
I

22.43

ES= 2.085

32.414
54.85
165.84
51.95
126.00
76.98
79.46

ES= 17.68

100 ug de proteina de membrana

les se incubaron a 4 2C durante 16

en presencia Yy ausencia de 500
WILCOXON (328) para analizar 1la

horas con
1 aplicar el
significacion en la diferencia de

ng dge IGF-

los valores de receptores de IGF se obtuvo:

entre HD,

entre HD1

entre HD=
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FIGURA 46
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Representacion de Scatchard de 1los datos de uniodn del IGF-1 al

"pool" de membranas de los tumores HD, y HI. Se utilizo el pro-

grama LIGAND para dos sitios de union,
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8) CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LOS RECEPTORES PARA IGF-1 EN

LAS CELULAS TUMORALES

Se utilizo la metodologia descripta para la estabilizacién
covalente de los complejos =2]-EGF-receptor.

La Fig 44 muestra la autoradiografia del gel secado y fijado
obtenida con 14 dias de exposiciObn. Se utilizaron las membranas

del tumor HI tratadas como se describio en 12 B.l.i. y 12 B.I.ii.

En la autoradiografia se observan dos tipos de bandas inten-
samente marcadas. Una de ellas aparece en la region de PM
130,000 Da. La especificidad de la reaccion se observa en los
canales 2 y 6 dado que la presencia de 500 ng de IGF-1 sin marcar
durante la 1incubacion inhibe totalmente 1la apariciédn de esta
banda. La otra banda de menor intensidad se presenta en la zona
de PM 260,000 Da Los canales 2 y 6 muestran umna importante
disminucion de la intensidad de esta banda cuando se incuba en
presencia de 500 ng de IGF-I frio. En la Fig 45 se observan
idénticos resultados utilizando el preparado de membrana descrip-
toen 12 B II.

En la Fig 47 se observa la tincion de proteinas con Cooma-

ssie Blue del gel correspondiente a la Fig 44.
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FIGURA 47

Electroforesis correspondiente a la autoradiografia de la Fig 44

Se utilizé el sistema discontinuo de Laemmli (324)., Los geles
fueron del 7.5 % de poliacrilamida. Se presenta el gel tesido
para proteinas con Coomassie Blue. Los marcadores de PM sembra-

dos en el canal 1 fueron: miosina (cadena H) PM 200,000; fos-
forilasa B PM 97,0005 albumina sérica bovina PM &8,000; ovoal-

bumina PM 43,000; quimotripsindgeno 25,700: B-lactoglobulina PM

18,400; lisczima PM 14,300,




DISCUSION
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Este trabajo comprende A) el aislamiento, purificacion y
caracterizacion de factores de transformacion de neoplasias
malignas humanas vy B) un estudio similar en adenocarcinomas de
mama murinos inducidos por MPA. Ademas, en este modelo experi-
mental se analizo la sintesis de EGF e IGF-1 y la presencia de
receptores para estos GFs en las ceélulas que los producen. Se

estudio también la influencia hormonal en la sintesis de GFs.

La mayoria de los estudios sobre TGFs de te)idos neoplasicos
han sido hechos con lineas celulares tumorales, células transfor-
madas por retrovirus o virus a DNA (8,185,188,192,228).

Sin embargo, los tumores primarios humanos no han sido

estudiados intensivamente.

En este trabajo los extractos acido-alcohdlicos de seis de
las siete neoplasias malignas humanas examinadas mostraron pre-
sencla de TGFs capaces de conferir el fenotipo neoplasico a las
celulas NRK-49F, en ausencia de cualquier otro factor exogeno en
el ensayo en medio semisblido de agar.

La actividad transformante de 1los extractos vario con cadsa
especimen y no se observo relacion entre la histopatologia del
tumor y la cantidad de TGFs intracelulares.

Los tratamientos flsico-quimicos de 1los extractos crudos
evidenciaron la naturaleza polipeptidica de los factores aislados
y la presencia de puentes disulfuro que son necesarios para la
actividad biologica de estos factores.

211



La purificacion de los extractos acido-alcohélicos de un
carcinoma epidermoide de pulmon y de un rabdomiosarcoma de pec-—
toral, por cromatografia de exclusién molecular, mostré la pre-
sencia de TGFs similares en ambos tumores.

Las actividades transformantes de bajo PM (picos IV vy V del
carcinoma de pulmon y III y IV del rabdomiosarcoma) no fueron
potenciadas por EGF. Compitieron para unirse al receptor del
EGF, tuvieron actividad mitogénica sobre fibroblastos NRK arres-
tados en medio con 0.35% de suero y no mostraron efectos inhibito-
rios sobre 1la estimulacion de DNA inducida en estas células por
EGF e insulina. Dado este comportamiento, puede considerarse
que estas son actividades transformantes semejantes al TGF-o{ que
actuan junto con el TGF-# del suero, presente en el ensayo en
medio semisOlido de agar, para conferir el fenotipo neoplasico a
las celulas NRK-4%9F. Ademas, los PM del pico IV del carcinoma de
pulmébn y del pico 1111 del rabdomiosarcoma coinciden con el des-
cripto para el TGF-g (209,213). El pico V del carcinoma de
pulmon y el 1V del rabdomiosarcoma, con PM aparente de 4000 Da,
pueden representar otras actividades semejantes al TGF-oL o alter-
nativamente pueden ser productos de clivaje de los picos de 6000
Da que han conservado la actividad biologica.

Los efectos de los picos I, Il y 111 del carcinoma de pulmon y
de los picos I y 11 del rabdomiosarcoma, en los cultivos en medio
semisolido y en monocapa de las células NRK-49F, son particular-
mente interesantes. De acuerdo a los hallazgos de Van Zoelen y

col. (94,288), que hemos mencionado en la Introduccion, las ac-
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tividades transformantes de esos picos podriam ser agentes modu-
ladores que actuan en combinacidn con mitdgenos del suero, por
ejemplo IGFs o PDGF, para inducir la formaci6n de colonias de las
celulas NRK-49F,

La falta de actividad mitogénica de estos picos sobre cul-
tivos en monocapa de las celulas NRK es semejante al compor-
tamiento descripto para el TGF-f3 por Assoian (234), Roberts (262)
y Van Zoelen (288). Assoian también ha descripto que el TGF-f
inhibe la sintesis de DNA inducida por EGF en celulas NRK-49F
quiescentes (234). Roberts vy col. (262) obtuvieron resultados
semejantes con cultivos en monocapa de estas células, en presen-

cia de suero al 2%.

En este trabajo, utilizando condiciones de maxima estimula-
cion mitogeénica de las células NRK-49F (Materiales y Métodos:De-
sarrollo de Métodos Experimentales para la Caracterizaciom Biolo-
gica de TGFs),(288), hemos encontrado que los picos I, IT y III
del carcinoma de pulméon y los picos I y Il del rabdomiosarcoma
fueron potentes inhibidores de la sintesis de DNA.

Si bien parece claro que estas actividades transformantes
son distintas del TGF-3, comparten con este factor algunas de las
propiedades que han demostrado que el TGFB es un regulador bifun-
cional de la proliferacion celular (201) y que la transformacion
maligna también puede resultar de la falla para expresar o res-
ponder a factores inhibitorios (201). La diferencia en los pesos

moleculares de estos factores, con actividades biologicas seme-
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jJantes, podria erplicarse considerando que los TGFs con menor
peso molecular resultan del clivaje de precursores o alternativa-
mente que las especies de alto PM representan una asociacion con
una proteina transportadora, o artificios debidos a la agregacion

de especies mas pequenas.

La presencia en estas neoplasias de TGFs que pueden actuar
como inductores o inhibidores de la proliferacion celular indica
que estas células malignas que producen factores inhibitorios,
pueden ser incapaces de responder a ellos, liberandose asi de los
controles negativos del crecimiento. Sin embargo, esta hipotesis
debe analizarse con cuidado dado que los efectos inhibitorios han
sido demostrados "in vitro” vy no se conoce nada de los posibles
efectos "in vivo" de estos factores. Ademas, las células in-
dicadoras usadas son no transformadas y se ha demostrado que las
células normales y neoplasicas exhiben respuestas diferentes a

los factores de transformacion (4).

En ambas neoplasias malignas se han encontrado el mismo tipo
de TGFs a pesar de que las ceélulas de estos tumores difieren

tanto en su origen embrionario como en su tipo histologico.

Otros autores han reportado también el hallazgo de TGFs en
tumores primarios humanos. Nickell vy col ({334) purificaron TGFs
de varios carcinomas y Ssarcomas. Estos factores transformaron

selectivamente a las ceélulas NRK-49F y AKR-2B, sin la presencia
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de ningun otro factor ex6égeno y no compitieron por los receptores
del EGF.

Derynk y col (228) describieron el hallazgo de 1los mRNA de TGF-olL

y TGF-8 en una variedad de tumores so]idos.

Cuando se wutilizo el modelo experimental de tumores de mama
inducidos por MPA en ratones hembras de la cepa Balb/c, los
resultados obtenidos en el estudio de TGFs presentaron similitu-

des con los hallazgos en tumores humanos.

En los extractos acido-alcohtlicos de los tipos tumorales
HD,, HD= y HI se observo la presencia de TGFs. En los tres
casos hubo potenciacion de la actividad transformante por el EGF.

Los tratamientos fisico-quimicos de 1los extractos crudos
revelaron, como en el caso de los tumores humanos, que las ac-
tividades transformantes eran de naturaleza polipeptidica con
presencia de puentes disulfuro, cuya destruccion resultaba en la
pérdida de la actividad biologica.

La purificacion de los factores y la posterior caracteriza-
cion de estos TGFs por cromatografia de exclusion molecular
demostr6o que en los tumores hormonodependientes con y sin MPA se
encontraban presentes dos tipos de TGFs con distintos pesos
moleculares. E1 primero de ellos de 43 KDa presentd las siguien-
tes caracteristicas bioldgicas: i) estimuld 1la formacion de

colonias de las ceélulas NRK-49F en ausencia de EGF exogeno, pero
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su actividad fue potenciada por EGF, ii) no compitio por los
receptores de EGF aislados de membranas de placentas humanas,
iii) no presentd actividad mitogénica sobre ceélulas NRK-49F en
monocapa, iv) actuo como potente inhibidor de la sintesis de DNA
inducida en estas células por EGF e insulina.

Estas propiedades biologicas, con la excepcién de la poten-
Ciacion de la actividad transformante por el EGF son idénticas a
las descriptas para los TGFs de alto PM aislados de los tumores
humanos.

El pico de 43 KDa no se observo en el tumor HI.

El otro tipo de actividad transformante, presente en los
tres tipos tumorales, eluy® en 1la zona de PM 13.5 KDa en 1la
columna de Bio-Gel. Sus propiedades biologicas fueron: i)
estimuld la transformacidn fenotipica de las células NRK sdlo en
presencia de EGF, 1i) no compitio por los receptores del EGF,
iii) no fue mitogénico sobre células NRK-49F en monocapa y 1iv)
inhibio la sintesis de DNA inducida por EGF e insulina en estas
ceélulas.

Todas estas propiedades biologicas son ideénticas a las
descriptas para el TGF-8 (234,235,236), incluso la elucion anomala
en las columnas de Bio-Gel P-60, producida probablemente por

interaccion con la matriz.

La posterior purificacion de estos factores utilizando HPLC

en columnas de interaccion hidrofobica, un meétodo original que
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hemos desarrollado para el TGF-B de plaquetas humanas, demostrd

que ninguno de ellos eluia en la regidn del TGF-B de plaquetas.
Ademas, los estudios de las propiedades inmunoldgicas de

los TGFs de 13 y 43 KDa permitieron establecer que no tenian

identidad con los TGF-3:, o TGF-(3z.

Por 1o tanto, nuevamente en estos tumores experimentales,
tanto como en los humanos, estan presentes TGFs que si bien se
asemejan por sus propiedades biologicas al TGF-R son diferentes

de este factor.

Debe considerarse que se purificaron en la columna de Bio-
Gel P-60 las wmismas cantidades de proteipna (100 mg) de cada
extracto acido-alcohélico, se colectaron idénticas fracciones y
las alicuotas utilizadas para 1los ensayos de transformacion
fueron las mismas. De acuerdo a los actuales conocimientos, los
ensayos de formacion de colonias de células NRK-49F en presencia
de 2 ng/ml de EGF permiten cuantificar al TGF-f3 (194). Por lo
tanto, se wutilizd este criterio como una aproximacién para la
cuantificaciébn de la actividad transformante del pico de 43 Kda.
Se observa asi, que hay wuna significativa disminucion de 1la
sintesis de este factor en el tumor HD: respecto del HD,.

Estos resultados junto con la ausencia de este pico en el
tumor HI, sugieren que podria tratarse de un factor imhibitorio
de la proliferacion de las ceélulas malignas "in vivo".

La sintesis de este regulador negativo del crecimiento
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celular se ha perdido en el tumor HI de crecimiento autonpomo.
Este mecanismo podria contribuir entonces a 1la ventaja

proliferativa de las células neoplasicas.

Los trabajos de Lippman vy Dickson bhan aportado evidencias
experimentales que apoyan esta hipotesis (272). Ellos han traba-
Jado con la linea MCF-7 de células epiteliales de cancer de mama
humano, cuyo crecimiento "in vitro"” y tumorigénesis "in vivo" se
encuentran bajo regqulacién hormonal. Estos autores han encon-
trado que las células MCF-7 liberan al medio de cultivo TGF-8
biologicamente activo que compite para unirse a los receptores
del TGF-B3 y es reconocido e inactivado por anticuerpos anti-TGF-
B. Cuando fraccionaron el medio condicionado en columnas de Bio-
Gel P-1350 encontraron dos picos con las caracteristicas biologi-
cas del TGF-B; uno de ellos de PM aproximado 50 KDa y el otro en
la zona donde eluye el TGF—-3 de plaquetas (13.5 Kda). En este
trabajo se sugiere que la especie de bajo PM corresponde al
dimero maduro de 112 aa del TGF-f3, mientras que la especie de
alto PM podria representar una asociacién no covalente con una

proteina transportadora secretada por las ceélulas MCF-7. Esto no

afecta sin embargo la actividad biologica del factor.

En el caso de nuestros hallazgos la diferencia en una de las
propiedades biolébgicas de los TGFs de alto y bajo PM (la induc-
ciotn de la transformacidn fenotipica de NRK, en ausencia de EGF,

del TGF de 43 KDa) hace dificil pensar que los distintos PM se
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deban simplemente a la asociacion con una proteima transpor-
tadora.

Ademas, también en la purificacion por HPLC ambos factores
eluyen en distintas concentraciones de acetato de amonio , 1lo
cual es una evidencia mas de que los TGFs que hemos aislado son
distintas especies.

En este mismo trabajo Lippman vy Dickson también encon-
traron que la secrecion de TGF-B aumentaba de 8 a 27 veces
cuando se trataba a las células con antiestrogenos en concentra-
ciones que resultaban inhibitorias del crecimineto.

Por otra parte, el estudio de la variante LY-2 de las MCF-7,

que es resistente a los antiestrogenos, demostré que éstos no
aumentaban los niveles de TGF-B en aguellas ceélulas.
También en este modelo, donde el crecimiento de las M™MCF-7 es
estimulado por E=, los autores estudiaron el mecanismo de regula-
Ci6n de la sintesis de TGF-[. Obtuvieron evidencias de que la
induccion del TGF-B esta mediada por la interacciéon de los an-
tiestrogenos con el receptor del estradiol. Ademas, demostraron
que la requlacion del TGF-3 no se produce a nivel del mRNA.

Por otra parte, de acuerdo a los hallazgos que hemos men-
cionado en la Introduccion, muchos tipos celulares secretan TGF-
B en una forma latente que requiere acidificacion para su activa-

cion (201).

Asi, Lippman y Dickson encontraron que el aumento de 12 a 13

veces en 1o0s niveles de TGF-B activo, en el ensayo radioligando-
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receptor, producido por los antiestrogengs, se debia a un in-
cremento de 3 a 4 veces en el total de especies secretadas y
también a un aumento de 3 a 4 veces en la fraccion del total
intrinsecamente biolégimante activo.

En este mismo trabajo los autores estudiaron el efecto del
TGF-B sobre el crecimiento de lineas celulares de tumor de mama.
Las lineas MDA-MB 231, altamente tumorigénica vy sin receptores
para estrogenos y LY-2 resultaron inhibidas en su crecimiento por
el TGF-83. Finalmente, en experimentos de cocultivo demostraron
que el TGF-B inducido por antiestrogenos en las MCF-7 inhibia la

proliferacitn de las células MDA-MB 231.

En conclusion, todos estos hallazgos, junto con los de
Roberts y «col. (262) que establecieron que el TGF-B inhibe el
desarrollo de colonias de lineas celulares tumorales provenientes
de carcinomas, sarcomas y melanomas, sugieren que el TGF-B actugag
como un regulador autocrino negativo de la proliferacion de

células epiteliales.

El otro pico de 13 Kda que se encuentra en los tres tipos
tumorales presenta aun mayores semejanzas en sus caracteristicas
biologicas "in vitro" con las del TGF-f. Sin duda, 1la falta de
reconocimiento por anticuerpos anti TGF-8 y la diferente elucion
en las columnas de HPLC lo diferencian de este ultimo factor.

Con la aproximacion cuantitativa empleada para el pico de 43

Kda, observamos que los niveles del TGF de 13 Kda son semejantes
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en los tumores HD, y HI, encontrapndpse disminuido en el HD=.

Podria considerarse asi que eéste es nuevamente un factor
inhibitorio cuya sintesis es anulada por el MPA. Esto esta de
acuerdo con lo que sucede con las ceélulas MCF-7 donde el Ez
inhibe 1la sintesis de TGF-B. Sin embargo, quedaria aun por
explicar porque en el tumor autonomo (HI) este TGF tiene niveles
semejantes a los del tumor HD,.

Una posible respuesta seria que si bien el tumor HI no ha
perdido la capacidad de sintetizar esta actividad inhibitoria
NoO es capaz ya de responder a la misma.

Este, es un mecanismo de transformacion maligna ampliamente
postulado. En distintos trabajos se trataron células normales de
mama humana con agentes quimicos para inmortalizarlas y luego se
transfectaron secuencialmente con una serie de oncogenes (287,
335,336,337). De esta forma, se imitod el proceso en etapas del
desarrollo maligno. Los hallazgos fueron sorprendentes: las
células normales, las inmortalizadas y las progresivamente trans-
formadas producian TGF-f# y tenian receptores para eéste. Sin
embargo, presentaban una pérdida progresiva de la respuesta al
TGF-8.

Las causas de esta pérdida no se conocen aun, pero se ha
postulado que 1la deficiencia se produce probablemente despues de
que el TGF—-B se une a su receptor, tanto en la transmicion de
de la seral del TGF-8 al interior de 1la ceélula, como en los

elementos celulares que producen la respuesta.
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En nuestro modelo , la ventaja proliferativa del tumor HD-

estaria dada porgque el MPA inhibe 1la sintesis de un posible

factor autocrino negativo. En el HI, que ya no necesita la
presencia de MPA para proliferar este TGF requlador negativo,
sigue sintetizandose.

Sin embargo, las celulas HI, que han evolucionado una etapa

mas alla en el proceso de malignizacion, han perdido la capacidad

de respuesta a este factor.

Por otra parte, la semejanza entre las caracteristicas
bioldgicas de los TGFs de 13 y 43 Kda con el TGF-B8 hacen necesa-
rio considerar posibles funciones paracrinas de este ultimo
factor en el proceso de transformacion maligna. Estas, podrian
ser ejercidas también por los dos TGFs aislados.

En efecto, el TGF-B estaria involucrado en la estimulaciéon
de la proliferacitn de fibroblastos alrededor del tumor vy la
infiltracion de vasos sanguineos en la masa tumoral (194,199,276,
277 ,278). De esta forma, podria ser responsable junto con otros
GFs secretados por las ceélulas neoplasicas, tales como el PDGF,
de la intensa proliferacion del estroma que rodea en forma carac-
teristica a los carcinomas de mama.

Ademas, los estudios de Roberts y col (277) que han demos-
trado que el TGF-B induce angiogénesis "in vivo" son una eviden-
cia en favor de una de las funciones paracrinas potencialmente
mas importantes de este factor.

Sin duda, la infiltracion de vasos sanguineos en la masa
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tumoral es un evento indispensable para el desarrollo de las

neoplasias s6lidas.

Estos efectos paracrinos del TGF-f, inductores de la pro-
liferacion celular, son opuestos a su accion autocrina negativa
sobre células epiteliales malignas.

La comple)j)idad de las actividades de TGF-3 requerird sin
duda muchos mas estudios para determinar cual es su real par-

ticipacion en el desarrollo tumoral.

Finalmente, hemos comparado los TGFs aislados de los tumores
da mama con el TGF-B dado que las importantes semejanzas en sus
actividades biologicas nos hacen pensar que estos TGFs de 13 y 43
Kda pertemecen a la familia de factores de transformacion rela-
cionada con el TGF-$3 (250,251,252).

Apoyan nuestra hipotesis los hallazgos de Massague (249)
quien ha sugerido que wuna de las formas de regular la respuesta
de las ceélulas al TGF-B podria ser a través de la presencia de
multiples formas del factor y de receptores con afinidades dife-
renciales.

Por otra parte, tal como se describio en la Introduccion,
se han identificado varios factores de transformacion diferentes
a los TGF~d y TGF-f pero que poseen propiedades biologicas seme-
jantes a las de alguno de estos dos ultimos factores (288, 203,
204)

Entre ellos, se encuentran el TGF extraido por Halper y Moses
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(2035) de tejido epitelial (al igual que los TGFs de 13 y 43 Kda

descriptos en este trabajo).

Los resultados obtenidos en la investigacidn de la
presencia de EGF en 1los tumores experimentales, demostraron
claramente que en los tres tipos tumorales se encuentra presente
el EGF maduro de 6000 Da.

Este resultado concuerda con evidencias experimentales en
favor de wun rol autocrino positivo del EGF en el desarrollo

neoplasico, particularmente en los tumores de mama (338).

El mayor interés de nuestros resultados reside en que este
es el primer trabajo donde se demuestra la presencia de EGF com-

pletamente procesado (6000 Da) en tumores de mama.

Los hallazgos recientes de Murphy y col. (339) sin duda son
los mas proximos a nuestros resultados experimentales.

Estos autores utilizaron una sonda de cDNA para el precursor
del EGF humano, con el objeto de analizar la expresion del gen
del EGF en lineas celulares de tumores de mama humanos. Demostra-
ron asi que las lineas con receptores para estrégenos, T-47D y IR
75 presentan altos niveles del mRNA del EGF. Las lineas BT 20 vy
MDA MB 231, sin receptores de estrogenos, tienen muy bajos nive-
les del mRNA del EGF. Sin embargo, no todas 1las lineas con

receptores estrogeénicos expresaron el gen del EGF, dado que en
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las células MCF-7 no se detecto ] mRNA del EGF.

Murphy y col. investigaron luego cuales eran los pro-

ductos de traduccion del gen del EGF en las células T-47D. En-
contraron que en el medio condicionado de estas células estaba
presente una actividad capaz de competir por los receptores de
EGF. Sin embargo, los resultados que obtuvieron wutilizando un
radioinmunoensayo especifico para el EGF sugurieron que el factor
presente no era el péptido maduro de 6000 Da. Ademas, los es-—
tudios de inmunoprecipitacion y SDS-PAGE del medio condicionado
de las ceélulas T-47D y de lisados de estas células, wutilizando 3
anticuerpos anti-EGF, demostraron que en el medio condicionado la
banda de proteina mas importante aparecia en la zona de PM 40,000
Da. Con dos de los anticuerpos se observaba que otra proteina
menos abundante de PM 18,000 era también inmunoprecipitada.
El precursor del EGF de 133,000 Da o el péptido maduro no pudie-
ron detectarse. No se logro inmunoprecipitar minguna proteina en
el lisado celular. Ademas, el anadlisis del DNA de las lineas de
cancer de mama humano MCF-7, T-47D, HBL-100, BT-20 y MDA MB 231
demostro que en ninguna de ellas habia amplificacion del gen del
EGF.

La especificidad de 1la metodologia empleada en nuestro
trabajo permite afimar que el EGF detectado en 1los tumores in-
ducidos por MPA es el polipéptido maduro de 6000 Da.

A diferencia de los estudios de Murphy nosotros hemos detec-

tado la presencia de EGF intracelular en las células neoplasicas.
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La respuesta de las células epiteliales malignas de mama al
EGF han sido investigada por distintos grupos.

Kurachi y col. (338) bhan sugerido que el EGF esta involu-
crado en el desarrollo de tumores mamarios murinos.

Las lineas celulares de cancer de mama humano han demostrado
distintas respuestas al EGF. Asi Osborne y col. (340) han demos-
trado que el EGF induce la proliferacion de las células MCF-7 en
medio libre de suero. En este mismo trabajo no se observo efecto
estimulatorio sobre la linea MDA-MB 231. Fizpatrick y col (341)
obtuvieron también efectos inductores del crecimiento en las
celulas MCF-7 vy T-47D. Las lineas MDA-MB 231 y ZR-75-1 no res-
pondieron al EGF. Imai vy col (342) observaron una importante
estimulacion de las ceélulas T-47D por EGF, mientras que el creci-

miento de otras lineas no fue inducido por el factor.

Ademas, se ha demostrado que lineas celulares de cancer de
mama humano secretan factores de transformacion.

Asi, en el medio condicionado de las células MCF-7 Lippman vy
col. han determinado la presencia de wuna actividad transformante
de las ceélulas NRK-49F y AKR-2B (343,344). Este factor estimula
ademas la proliferacion de las mismas células MCF-7 vy de fibro-
blastos 3T3 vy compite para unirse a los receptores del EGF. La
purificacion del medio condicionmado ha demostrado que el TGF
aislado tienme un PM aparente de 30 KDa. Todas estas caracteris-

ticas indican que este factor esta relacionado con el TGF-a& , si
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bien tiene wun PM significativamente mayor que el TGF-ol clonado vy
secuenciado de fibroblastos transformados (213,217,218). No se
conoce si este factor esta relacionado con el precursor del TGF-d.
de 17-19 Kda. Lippman y col. sugieren que el aumento del PM
puede deberse a i) modificaciones por glicosilacion, ii) que se
trata del producto de un procesamiento alternativo del mRNA o
iii) es un nuevo gen relacionado con el TGF o - Salomon y col.
(345) estudiaron también la linea MCF-7 vy encontraron una ac-
tividad transformante con las mismas caracteristicas que el TGF
descripto por Lippman y su grupo.

De acuerdo en lo mencionado en la Introduccioéon Derynk vy
col. han encontrado el mRNA de 4.8 Kb del TGF—! en celulas MCF-7

y en otras lineas de cancer de mama humanoc (228).

Nuestros resultados en 1los estudios del EGF demostraron
también que la sintesis de este factor es inducida por MPA.

En efecto, el tumor HD tratado con MPA presento un aumento
significativo en el nivel de EGF respecto del tumor HD sin MPA.

La cantidad de EGF en el tumor HI es semejante a la del HD=x

y también superior al tumor HD:.

La estimulacion de la sintesis del EGF por el MPA, podria
ser uno de los mecanismos por los cuales esta hormona induce el
desarrollo de neoplasias de mama en las hembras Balb/c.

Respecto de la progesterona, debe mencionarse que si bien se
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acepta que las hormonas fundamentales en el desarrollo de los
tumores mamarios son los estrogenos y la prolactina, bhay diversas
evidencias que sugieren que los progestagenos tendriantambien una
importante funci6tn (346). Se ha demostrado que 1a administracion
de progestagenos puede tanto aumentar como disminuir la induccion
de la carcinogénesis quimica en ratas. Este efecto depende del
momento de la administracion de los progestagenos y de la dura-
cion del tratamiento, respecto de la administracion del carciné-
geno (347)

Manni y col. (303) han trabajado con tumores mamarios in-
ducidos en ratas por N-nitrosometilurea. Asi, han demostrado que
tanto la progesterona como el R5020 estimulaban el desarrollo de
colonias en agar de estas células tumorales cuando estaban pre-
sentes en concentraciones entre 10 y 100 nM. En altas concentra-
ciones resultaban en cambio inhibitorios. La administracion
combinada de estradiol y progesterona result® en la potenciacion
de 1la formacion de colonias, respecto de 1la observada con los
tratamientos individuales, cuando la progesterona estaba presente
en bajas concentraciones y una inhibicion cuando las concentra-
ciones eran altas. Los autores sugirieron asi que la progesterona
podria tener un efecto bifdsico en el crecimiento celular. Se
conoce ademas que la administracion de altas dosis de proges-
tagenos induce regresion en un alto porcentaje de tumores de mama
humanos con receptores para estrogenos (348). Sin embargo, Dao
y col. (349) han demostrado que dosis fisiologicas de progeste-

rona, cuando se suministran con pequefnas cantidades de estroge-
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nos, aumentan el indice de marcacion con timidina aun en tumores

que no tienen receptores para estrogenos.

En ratones se ha postulado que 1las hormonas son necesarias
fundamentalmente para 1a fase de induccion de los tumores de
mama, dado que en la mayoria de las cepas éstos se transforman en
hormonoindependientes. (350). Sin embargo, hay unos pocos modelos
experimentales en los cuales los tumores mantienen su hormonode-
pendencia. Sluyser y col. (346) han caracterizado los tumores de

mama inducidos por estrogenos y progesterona en ratas GR y demos-

traron que su crecimiento se mantiene si se suministran ambas
hormonas. Ademas Watson y col. (351) han descripto un modelo en
el cual la administracion de uretano a ratones CS5S7bl1/DBA2 Flgque
llevan un transplante hipofisario en la capsula renaly provoca la
aparicion de adenocarcinomas de mama. Estos tumores, similares a
los descriptos aqui, son de tipo ductal, poseen receptores para
estrogenos y se mantienen estrogeno dependientes en pasajes
sucesivos. Estos autores han postulado que dosis fisiologicas de

progesterona aumentan la proliferacion de los tumores.

En nuestro modelo tumoral ha sido posible demostrar no soOlo
que el MPA es capaz de inducir tumores de mama, si no que tambien
es capaz de promover el crecimiento de estos tumores en sucesivos
transplantes.

El hallazgo de la induccion del EGF por MPA concuerda con

229



los estudios de Murphy vy col. (339), que demostraron que los
niveles del mRNA del EGF en las células T-47D aumentaban sig-
nificativamente al tratar las células con concentraciones de MPA
tan pequeras como 0.1 nM. Un efecto semejante se produ)o en las
células ZR-75.

Sin embargo, el modelo con el que trabajaron estos autores
es completamente distinto al utilizado en nuestro trabajo. En
efecto, las concentraciones de progestagenos que inducen la
expresion del EGF son inhibitorias de la proliferacion de las
células T-47D. Murphy y col. postulan asi dos posibles explica-
ciones: A) la expresion del gen del EGF, que codifica para un

factor posiblemente estimulatorio del crecimiento celular, es un

mecanismo de defensa de las células contra la inhibicion de la
proliferacion ejercida por el MPA y B) el EGF tiene un efecto
antiproliferativo sobre las células T-47D. Esta hipOtesis es sin

embargo dificil de sostener dado que como hemos mencionado sobre
este tipo celular varios autores ha demostrado que el EGF es
mitogeénico. Murphy y col, basandose en el hallazgo que hemos
comentado anteriormente que las ceélulas T-47D sintetizan y secre-
tan proteinas relacionadas inmunolégicamente con el EGF pero de
alto PM, han postulado que probablemente éstas tengan propiedades

biologicas diferentes a las del péptido maduro.

Sin duda nuestro modelo experimental se asemeja mas a los
hallazgos de Lippman y col. (343,344,352) que ya hemos descripto.

Este grupo encontro que la sintesis de la actividad transformante
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de 30 Kda semejante al TGF- }era estimulada por estradiol el cual
es mitogénico para estas células. Postularon asi que factores
semej)antes al EGF actuando en forma autocrina positiva contribu-
vyen a la ventaja proliferativa de las ceélulas malignas.

Del mismo modo nosotros pensamos que la induccion de 1la
sintesis de EGF causada por el MPA es uno de 1os mecanismos por

los cuales esta hormona estimula el crecimiento tumoral.

El estudio de receptores de EGF demostro que éstos se en-
cuentran presentes en los tumores HD, vy HI siendo su numero
semejante en ambos tipos tumorales. Por el contrario, se observo
una significativa disminucion en los niveles del receptor en los
tumores HD=z.

Las condiciones experimentales, que incluyeron el tratamien-
to de las membranas con "buffer” de pH 3, nos permitieron deter-
minar que 1la disminucion en el numero de receptores para EGF en
el tumor HDz no se debifia a la ocupacion de los mismos por el
ligando endogeno.

La caracterizacion estructural de los receptores, utilizando
reactivos de entrecruzamiento, demostro que el receptor presente
en los tumores es la especie de 170,000 Da descripta en una gran

variedad de tipos celulares (93,107,108,10%9).

Como hemos mencionado anteriormente, los niveles de EGF en

el tumor HD=, son significativamente superiores a 1los de los
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otros dos tumores.

Por esto pensamos que este aumento en la sintesis de EGF,
estimulado por MPA, en las células del tumor HD: tiene una par-
ticipacion fundamental en la regulacion de i) el numero de
receptores de superficie de EGF en las células del tumor HD=z.

ii) la activacion del receptor, 1iii) las seRdales intracelulares
producidas por la activacion del receptor iv) el proceso de
internalizacion y degradacion en los lisosomas de complejo Recep-

tor-EGF.

Sin duda, este fenomeno de disminucion del numero de recep-
tores de superficie ejercido por el ligando, es semejante al
proceso de '"down regulation” descripto para diversas hormonas vy
factores de crecimiento, entre ellos el propio EGF (1i1l1}.

Pero es muy importante aclarar que hay diferencias fundamen-
tales entre la implicancia biologica de la "down regulation"” y el
fenbmeno que nosotros observamos en nuestro sistema.

En efecto, "down regulation” 1indica qQue la célula que ha
sufrido una disminucion de 1los receptores para un determinado
ligando, inducida por el propio ligando, pierde sensibilidad para
este. Asi, la hormona o GF no puede ejercer su efecto biolégico
a traves de la union con receptores de superficie.

En cambio) las evidencias experimentales obtenidas con los
tumores estudiados sugieren que 1) la ventaja proliferativa del
tumor HD= respecto de HD. esta dada por la estimulacidon del MPA,

ii) la hormona es la responsable del aumento en los niveles de
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EGF observado en el tumor HD- respecto del HD,, iii) el EGF seria
asi un factor autocrino positivo en las células neoplasicas iv)
el aumento en el nivel del EGF en el tumor HD= seria el respon-
sable de la disminucion del numero de receptores de superficie
para este factor, v) este fenomeno seria distinto de la "down
regulation”, porque no implica una falta de respuesta de las
celulas al EGF, si no por el contrario las células HDz seguirian
respondiendo al factor y posiblemente con mayor sensibilidad que

las células de los otros tumores.

En favor de un mecanismo como el propuesto existen eviden-
cias obtenidas por distintos grupos.

En 1982 Osborne y col. (253) publicaron el primer trabajo
donde se demostro 1la presencia de receptores de alta afinidad
para el EGF en celulas de céncer de mama humano. Ellos demostra-
ron que las células MCF-7 poseian receptores especificos de EGF.
El grafico de Scatchard fue curvilineo, lo que sugirid la exis-
tencia de dos sitios con distinte afinidad y se detectaron
aproximadamente entre 25,000 y 50,000 sitios/celula. Ademas, el
EGF indujo "down reguletiomn” de sus receptores. Tal como hemos
mencionado en esta linea EGF es ur potente mitogeno.

En 1984 Fitzpatrick y col. (341) estudiaron los receptores
de EGF en 137 tumores de mama humanos. Encontraron que en a-
proximadamente el 48 7% de los tumores habla receptores de EGF.
El analisis de Scatchard de 1os dateog de union utilizando un

"pool"” de membranas demostraron la existencia de un solo sitio
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siendo @= 28 fmoles/mg de proteina de membrana y Kd= 2 nM,

Un trabajo reciente de Davidson y col (354) presenta resul-
tados semejantes a los que hemos encontrado en nuestro sistema.

En efecto, ellos encontraron que las lineas con receptores
para estrogenos, MCF-7, T-47D y ZIR-75-1 presentan un nivel bajo
de receptores para EGF y su crecimiento "in vitro" es estimulado
por el EGF. Por el contrario, las lineas sin receptores estroge-
nicos MDA-MB-231, Hs578T, EVSA-T y BT-20 contienen un alto numero
de receptores para EGF y su crecimiento "in vitro" no es es-
timulado por el EGF. La regulacion de la expresiéon de los recep-
tores del EGF se ejerce a nivel transcripcional.

La relacion inversa entre el numero de receptores del EGF vy
la capacidad de este factor de estimular la proliferacion se
encontro también en la linea de carcinoma epidermoide A-431, en
otras lineas tambieén de carcinomas epidermoides y en las ceélulas

de céncer de mama MDA-MB-4¢B (341,3%4).

Actualmente no hay explicacion sobre porque el EGF actua
como un potente mitogeno en ceélulas en las que se observan bajos
niveles de sus receptores y por el contrario no tiene efecto o
inhibe el desarrollo de aquellas en las cuales hay alto con-
tenido de receptores.

Sin embargo, los trabajos citados y nuestras observaciones
con el tumor HDz indican que éste es un fenomeno Que se produce

en distintos tipos celulares.
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Nuestros resultados indican que el tumor HD, presenta
altos niveles de receptores para estrogemos, progesterona y EGF,
el HD=> mantiene 1los niveles de receptores estrogénicos vy de
progesterona y ha disminuido significativamente el contenido de
receptores para EGF. En el tumor HI el numero de receptores de
estrogenos y progesterona es muy bajo, observandose altos niveles
de receptor de EGF.

Estos hallazgos concuerdan con lo descripto por otros auto-
res y son por otra parte una evidencia mas en favor de la hipote-
sis que hemos propuesto de la posible participacion del EGF como
un factor autocrino positivo en las células de 1los tumores de
mama inducidos por MPA,

Los resultados de Fitzpatrick vy col. (341) que mencionamos
anteriormente, con tumores de mama humanos, demostraron que no
habia uma significativa ascciacitn pntre los valores de los EGF-R
y los de E-R o PG-R, con 10 cual demostraron que el EGF-R no es
un marcador de E-R ,como ha sido propuestco para el PG-R. Ellos
encontraron que el 20 %Z de los tumores sin E-R, presentaban altos
niveles de EGF-R, sugiriendo asi que este tipo de tumores puede
representar una clase de células de cancer de mama en las cuales
el crecamiento esta requlado por el EGF y no por estrégenos.

Resultados semejantes, respecto de una significativa rela-
cion inversa entre la presencila de receptores para EGF y estroge-
nos en tumores de mama humanos , han sido obtenidos por otros

grupos utilizando teécnicas cde radioligando-receptor o inmunohis-
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toquimicas (352).

En el trabajo de Davidson vy col. (354) que comentamos
antes se demostro en siete lineas celulares de carcinomas de mama
humanos una relacidon inversa entre los E-R y EGF-R.

Por otra parte, Vickers vy col.(355) estudiando la variante
de la linea MCF-7 resistente a adriamicina MCF-7/Adr™, que pre-
senta el el fenotipo de resistencia a multiples drogas (MDR),
encontraron que estas celulas habian perdido los receptores de
estrogenos y progesterona y presentaban un aumento de 100 veces
en el contenido de EGF-R. Observaron ademas que el aumento de
los receptores de EGF en esta linea resistente a las drogas esta
relacionado con una disminucilion de la respuesta de las células al
efecto mitogeénico del EGF.

Finalmente, en un trabajo de 1986 Murphy y col. (356) encon-
traron que en las celulas T-47D, en las cuales los progestagenos
son inhibitorios del crecimiento celular, bhay una induccion del
EGF-R por el PG-R.

En nuestro modelo experimental en el tumor hormonodepen-
diente sin MPA estan presentes E-R, PG-R y EGFR. Podia esperarse
un resultado como éste considerando que es la neoplasia de mas
lento desarrollo vy por 1o tanto aquella en la cual las celulas
tumorales se mantienen mas pProximas a la regulacion por los
agentes que actuan en el ciclo celular normal.

Actualmente, no se conocen con exactitud los factores que
participan en el control del crecimiento vy la diferenciacion de

la glandula mamaria normal. Sin embargo, distintos hallazgos
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indican que estos procesos dependen de la interaccion de multipes
hormonas: estrégenos, progesterona, glucocorticoides y prolactina
y de factores de <crecimiento entre 1os cuales sin duda el mas
firmemente postulado es el EGF.

Se conoce que el EGF tiene pultentes efectos inductores de la
proliferacitn de las ceélulas mamarias epiteliales de origen
humano y murino (B82,92,93). Si bien no estad claro cual es el rol
de este factor en el crecimiento y diferenciacion de la glandula
mamaria muchos estudios ham proporcionado evidencias de un rol
fisiologico normal del EGF (357)

En el tumor HD tratado con MPA se mantiene la presencia de
E-R y PG-R pero hay una disminuciotn significativa de los recep-
tores de EGF. Este resultado es concordante con los resultados
vya mencionados de otros grupos (354,356).

Finalmente, el tumor de mas rapido desarrollo, el HI ha per-
dido los receptores de estrogenos y progesterona vy presenta en
cambio altos niveles de EGF-R. Esto sugiere que 1) el tumor se
ha independizado de la accion inductora de la proliferacion del
MPA porque probablemente otros factores son los responsables de
la estimulacion, pudiendo encontrarse entre estos el EGF actuando

por un mecanismo autocrino.

Los resultados que hemos obtenido en el estudio del IGF-I

presentan similitudes con los del EGF.

Asi, se ha observado 1la sintesis de este factor por las
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células de los tres tipos de tumores.

Nuevamente, se ha determinado un significativo aumento en 1la
cantidad de 1GF-1 producida por las células del tumor HDz respec-
to del HD,. E]l contenido de este factor el el tumor HI es seme-
Jante al del HDz y superior al del HD,.

Estas evidencias indican una posible estimulacion de la

sintesis de IGF-1I por el MPA.

La secresidon de IGF-1 por células de cancer de mama ha sido
claramente demostrada. En efecto, todas 1las lineas de tumores
mamarios humanos examinadas hasta el momento, presentan IGF-1 en
sus medios condicionados, detectado por el radioinmunoensayo
especifico (358).

Realizando wuna extraccion Acido-alcohdlica del medio con-
dicionado de las celulas MCF-7 vy purificando el material en-
contrado se demostro que éste migra junto con IGF-I del suero
(353,358).

Cuando estaba presente el rojo fenol en el medio de cultivo
de estas celulas no se pudo observar una induccion por Ez de la
sintesis de IGF-I. En cambio, la eliminacion de este indicador
de pH del medio de cultivo bha permitido establecer que 1los es-
trogenos estimulan de 2 a 3 veces la produccion de IGF-1I (358).
También, la insulina determin®d un aumento semejante en los nive-
les de este factor.

Recientemente, se ha demostrado que el EGF y TGF-dl son capa-

ces de inducir la sintesis de IGF-1 en las ceélulas MCF-7 (359).
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Por otra parte, los antiestrernUS, el TGF-f Yy los glucocor-
ticoides inhiben 1la secresion de IGF-1 (359). En todeos los
casos los efectos sobre la sintesis del 1GF-1 precedieron a los
efectos de los distintos agentes sobre la proliferacion celular.

Hasta el momento, Nno se conoce cuadl es la participaciéon del
IGF-1 en el proceso de transformacion maligna de las celulas
epiteliales mamarias. Sin embargo, dado los hallazgos menciona-
dos se piensa que podria tratarse, al igual que el EGF, de un
factor autocrino positivo en estas células neopldsicas.

Es interesante mencionar que dos lineas altamente malignas vy
sin receptores para estrogenos secretan grandes cantidades de

IGF-1 pero no presentan respuesta al 1GF-1 exdgeno (360).

Respecto de 1los receptores del IGF-1, los hallazgos ob-
tenidos en nuestro trabajo, son también semejantes a 1o demos-
trado para el EGF.

En efecto 1os tumores HD, y Hl presentan receptores para el
factor y en el HDz se observo una significativa disminucion en el
contenido de receptores.

Podrian postularse asi hipbtesis similares a las que deta-
llamos para el EGF para explicar estos resul tados.

Los niveles de receptores de IGF-1 en lineas celulares de
tumores mamarios Yy en tumores de mama humanos no han sido tan
estudiados como los del EGF. Sin embargo, se ha reportado,
utilizando reactivos de entrecruzamiento, la presenciade IGF-I-R

en células de cancer de mama humano. Estos receptores poseen las
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caracteristicas estructurales descriptas en otros tipos celulares

(361).

Debe considerarse que la presencia de proteinas transpor-
tadoras de IGF-1 (IGF-BP) en muchos tipos celulares ha sido una
de las principales dificultades en los estudios de la union del
IGF-1 a sus receptores (329,330,331). Estas proteinas se unen al
IGF-1 con tal afinidad que interfieren en la interpretacion de
los datos de 1los ensayos radioligando-receptor. Las IGF-BP
constituyen una familia de peptidos heterogéneos que unen IGF-1 e
IGF-11.

Se han caracterizado diversas especies de acuerdo a su PM, su
afinidad por los IGFs y sus propiedades inmunologicas (329,330,
331,332)

Los tumores HD,, HD= y HI sintetizam una proteina transpor-
tadora de IGF-1 de PM aproximado 43 KDa. La funpciobn de esta
proteina no se conoce hasta el momento.

IGFs estarian involucrados también en mecanismos autocrinos
de estimulacion de la proliferacién celular normal. En efecto,
se conoce que las celulas hepaticas producen IGFs vy poseen altos
niveles de receptores (362). Por lo tanto, es posible que simul-
taneamente los IGFs y sus receptores estén presentes en la misma
vesicula intracelular.

Asi, es necesario que el receptor esté protegido contra el

ligando intracelular. Los hallazgos recientes de Barenton y col.
(329) 1indican que esta proteccion seria proporcionada por las
IGF-BP.
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También, ha sido propuesto un mecanismo autocrino/paracrino
de regulacién de la accioén de IGFs por sus proteinas transpor-

tadoras. De esta forma, la respuesta final de las células a los
IGFs dependeria del balance entre las concentraciones de estos

factores y las IGF-BP en el microambiente celular (329,330}.

Los estudios radioligando-receptor de IGF-1 en el "pool" de
las membranas de los tumores HD, y HI indicaron la presencia de
sitios de alta afinidad (Kd= 3.4X10-*2 M, Q= 22.5 fmoles/mg)

y sitios de baja afinidad (Kd= 1.3X10-*~ M, Q= 143.7 fmoles/mg).

La caracterizacion estructural de estos receptores demostro
la presencia de dos bandas intensamente marcadas en las autora-
diografias. Las experiencias fueron realizadas en presencia del
agente reductor (B-mercaptoetanol. En estas condiciones, la banda
mas intensa aparecio en la zona de PM 130,000 Da coincidiendo con
la descripto para membranas de placenta humana y de fibroblastos
de piel humana. Se ha demostrado que en condiciones no reduc-
toras la banda desaparece, observandose una intensa marcacion en
el rango de PM 350,000-290,000 (142). Las caracteristicas de
este tipo de componente de membrana, estabilizado covalentemente
con el IGF-1I, coinciden con las que hemos descripto en la Intro-
duccion para el receptor de la insulina y de IGF-1. En efecto,
se tratarfia de la subunidad oL de este receptor, que contiene el
sitio de union del factor (142).

El segundo tipo de componente de membrana marcado, aunque
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menos intensamente, aparece en las autoradiografias en la zona de
PM 260,000, Esta banda ha sido descripta en numerosos tejidos
(142) y en condiciones no reductoras se localiza en el rango de
PM 214,000-234,000 Da. El1 aumento de PM observado con la presen-
cia de agentes rgductores se debe probablemente a 1la ruptura de
puentes disulfuro intracatenarios y es un fenomeno que ha sido
descripto para distintas proteinas (139.,142). Se considera que
este tipo de componente de membrana es el receptor con alta

afinidad para IGF-II (139,142).

Finalmente, hemos observado 1la misma relacion entre la
presencia de receptores para estrogenos, progesterona e IGF-i,.

Es decir, el tumor HD, presenta altos niveles de receptores
para estas dos hormonas y para el IGF-I. Nuevamente vy dado que
se considera que el IGF-1 posee una funcion fisioldgica en la
proliferacion celular normal es posible considerar que la presen-
cia de estos tres receptores sea el reflejo de la conservacion en
estas células de algunos de los mecanismos requlatorios normales.

La relacion inversa que hemos demostrado, entre la presencia
de receptores para estrogenos e IGF-1I, es un hallazgo novedoso.
Un fenomeno como éste en tumores de mama humanos seria una evi-
dencia mas en favor de la hipotesis que postula que en los tumo-

res E-R negativos la proliferacion estaria requlada factores de

crecimiento polipeptidicos y no por hormonas esteroideas.
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El tumor HI, donde se ha perdido la sSiptepsis de E-R y PG-R,
es una evicencia también en favor de esta hipOtesis. En efecto,
la proliferacion autdénoma de este tumor podria deberse al efecto

autocrino positivo de EGF e IGF-I.



CONCLUSIONES
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En este trabajo se han estudiado factores de crecimiento
(GFs) y transformacion (TGFs) en neoplasias malignas humanas y en
un modelo experimental: tumores de mama inducidos por acetato de
medroxiprogesterona (MPA) en hembras virgenes de la cepa Balb/c.
En este modelo se trabajé con lineas de tumores hormonodependien-
tes (HD,), hormonodependientes tratados con MPA (HD=) y hor-

monoindependientes (HI).

En las neoplasias humanas se encontraron TGFs, en distintos
rangos de PM, que por sus caracteristicas bioldgicas son semejan-
tes al TGF-f3. También se hallaron TGFs similares al TGF-olL
con un PM que corresponde al de este factor.

Ambos tipos de factores de transformacion estuvieron presen-
tes en tumores de distinto origen embriologico y tipo histologi-

cO.

En los tumores de mama inducidos por MPA se encontraron dos
tipos de TGFs uno de ellos de PM 43 y el otro 13 Kda.

El comportamiento biologico de ambos presentd similitudes
con el TGF-3, si bien se demostrd que no tienen identidad in-
munoloégica con el TGF-B. o TGF-B=.

EL factor de 43 Kda se aislo el las lineas HD, y HD=, no
observandose su sintesis en la HI.

Ademas, sus niveles disminuyeron en el tumor HD- respecto
del HD,.

Postulamos asi, que este TGF de 43 Kda podria actuar
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vivo" como wun inhibidor de la proliferacion celular, cuya sin-
tesis se ha perdido en el tumor HI, de crecimiento autonomo.

El TGF de 13 Kda tiene las mismas propidades biologicas
qQue el TGF- e incluso se comporta en la misma forma que éste en
la elucion en columnas de Bio-Gel. Sin embargo, se localiza en
otra zona del gradiente de acetato de amonio en la purificacionp
por HPLC.

Sus niveles son semejantes en los tumores HD y HI observan-
dose una disminucion en el HD=.

Podria considerarse que éste es nuevamente un regqulador
negativo de la proliferacion celular, cuya sintesis es inhibida
por el MPA. En el caso del tumor HI, no se ha perdido la capa-
cidad de sintetizar el factor; sin embargo, las células de esta

neoplasia no serian capaces de responder a este TGF inhibitorio.

Hemos considerado también posibles funciones paracrinas de
los TGFs de 13 y 43 Kda. En efecto, ambos podrian estar involu-
crados tanto en la proliferacion del estroma que rodea en forma
caracteristica a las neoplasias mamarias, como en la infiltracion

de vasos sanguineos en la masa tumoral.

Se ha demostrado que los tres tipos de tumores sintetizan
EGF e IGF-I. Es importante considerar que este es el primer
trabajo donde se demuestra la presencia del EGF completamente
procesado de 6000 Da en células de cancer de mama.

La sintesis de ambos factores es estimulada por el MPA.
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Hemos postulado asi que EGF e IGF-I actuarianm como factores
autocrino positivos en los tumores.

Se han encontrado receptores para el EGF en los tumores HD,
y HI. Los niveles del EGF-R estan significativamente disminuidos
en el tumor HD-. Dado que la cantidad de EGF presente en este
ultimo tipo de tumor es mayor que en las otras dos lineas, hemos
considerado que la disminucion de los receptores en causada por
el EGF. Este, seria un proceso semejante a la “down regulation",
qQue sin embargo no involucra la pérdida de sensibilidad al es-
timulo mitogénico de EGF. Por el contrario, podria haber incluso
una mayor respuesta de las celulas HD> al EGF.

Las caracteristicas estructurales del receptor demostraron
qQue se trata de la especie de 170,000 Kda, descripta tambien en
otras células normales y maligas.

Se ha observado en los tumores HD= y HIl una relacion inver-
sa entre los niveles de receptores para estrogenos, progesterona
y EGF.

En los tres tipos tumorales, se observo la sintesis ademas
del IGF-1, de una proteina transportadora de este factor de 43
KDa. Se considera que ésta actuaria modulando en forma autocri-
na/paracrina la actividad biologica del IGF-I

Tambieén se han encontrado receptores para IGF-1 en los
tumores HD, y HI, observandose muy bajos niveles en el HD=

Se ha postulado asi, un mecanismo semejante al propuesto
para el EGF para explicar la regqulacion de 1los IGF-1-R por el

IGF_I .
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Las caracteristicas estructurales del receptor coinciden con

las descriptas para el receptor del IGF-I, siendo la subunidad
qQque contiene el sitio de uniétn de 130.000 Da. También, y de
acuerdo con lo demostrado en una variedad de tipos celulargs se
determino la presencia del receptor de 260,000 Da que une prefe-
rencialmente al IGF-II.

Se observo ademas una relacién inversa entre los niveles de

los receptores para estrogenos y progesterona vy los de IGF-1I en

los tumores HD= y HI.

Los hallazgos en las neoplasias humanas y experiementales
demuestran la presencia en células malignas de factores de creci-
miento y transformacion. Algunos de éstos actuarian como regula-
dores autocrino positivos del crecimiento celular. Asi, serian
los responsables de la ventaja proliferativa de las ceélulas
neoplasicas. En los tumores humanos esta funcion la cumplirian
los factores semejantes al TGF-el y en los experimentales el EGF.

Por otra parte, las células malignas sintetizarian distintos
niveles de TGFs con capacidad de regulacion negativa de la proli-
feracion. Asi, tanto la diferencia en la cantidad de estos fac-
tores como las modificaciones en la respuesta a los mismos resul-

tarian en el crecimiento sin control de las ceélulas neoplasicas.

Finalmente, se observo la presencia de receptores para EGF e

IGF-1 en los tumores experimentales y una relaciotn inversa entre
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los niveles de estos receptores y los do estrdgenos y progeste-
rona. Esto, podria indicar que la estimulacion de la prolifera-
cion en los tumores de mama hormonoindependientes es regulada por
factores de crecimiento polipeptidicos.

Este ultimo hallazgo es de suma importancia para tenerse en

cuenta en futuras terapias en los carcinomas de mama humanos.
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