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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 diferenciación celular (1).
Si bien el mecanismo de accion de los GFs no se conoce con

exactitud, de acuerdo a los hallazgos realizados hasta el momento

es EVidente QUEla uniOn de GFs con receptores de membrana es­

pecificos inicia una cascada de respuestas celulares que involu­

cran una serie de proteinas, además del GF y su receptor (2).

Los conocimientos actuales sobre GFs han permitido confirmar

la r'E'laCiOn existente entre las hormonaspolipeptidicas y estos

factores; sin duda, una de las evidencias mas convincentes en

favor de esta conexión es que ambosgrupos deben interaccionar

con receptores de membrana especificos para ejercer su efecto
sobre las celulas (3). La caracterizacion molecular de los

receptores Para hormonas POIÍDEDtidicas 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 tamaños, estructura de las subunidades

Y homOlOQiaen la secuencia de aminoácidos entre ambos grupos

de receptores.



MECANISMO DE ACCION

Las respuestas funcionales de las celulas a los GFs son cono­

cidas, pero los mecanismospor los cuales los factores de creci­

miento desencadenan estas respuestas no han podido hasta el

momentodeterminarse exactamente.

El complejo GF/receptor es capaz de inducir señales 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 expresión geni­

ca, lo que indica la participacion 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 comomensajeros intracelulares de la señal de los

factores de crecimiento (5).

Otra consecuencia de la interacciOn entre el GFy su receptor

es la inducciOn de la endocitosis de ambos, la que finalmente

conduce a la 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 señal.



RELACION ENTRE FACTORES DE CRECIMIENTO POLIPEPTIDICÜS. TRANSFOR­

MACION NEOPLASICA Y ÜNCOGENES

Los estudios de crecimiento celular en medios libres de suero

han establecido que para la proliferaCion de celulas no neoDláSI'

cas es necesaria la accion sinergica de múltiples GFs que actuan

en distintos puntos del ciclo celular (7). A través de estos
estudios se ha podido establecer que las celulas normales sin los

GFs apropiados suspenden reversiblemente Su Crecimiento en la

fase Gl/Godel ciclo celular. Por el contrario, las celulas
transformadas pueden proliferar en ausencia de esos GFs (B).

Se ha postulado asi que la independenCia de factores de creci­

miento y el crecimiento autOano de las células neoplasicas se

deberia a la expresion constitutiva de alguno de los agentes

mitogénicos normales del ciclo celular: factores de crecimiento,

receptores para estos o algunas de las señales intracelulares que

conducen a la sintesis del DNA(B).

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 aminoácidos de la

cadena B del factor de crecimiento derivado de plaquetas

(PDGF)y 1a proteina p28'*' 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 PDGFson iden­

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



aves) codifica para el receptor de un factor de crecimiento: la

proteina gp65"*"B tiene una secuencia homologa a la de los

dominios de transmembrana e interno del receptor del factor de

crecimiento epidermico (EGF) (11). En 1985 Mulcahy y col. (12)

establecieron que la proteina 021 producto del oncogen ras esta
involucrada en la transducciOn de la señal de los factores de

crecimiento. Se considera que p21 cumpliria una funcion análoga

a la subunidad G regulatoria en la transducciOn de la señal de

las hormonas proteicas que actúan via AMPc.conectando el recep­

tor de los GFs con la fosfolipasa C.

Por otra parte, existe una importante homologia en 1a secuen­

cia de aminoácidos 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 transcripción de los proto­

oncogenes c-myc y c-fos. cuyos productos son proteinas nucleares

(14.15).

Relacionando la funciOn de los productos de oncogenes con el

mecanismode acción de los factores de crecimiento (ió) 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

CFinO la DFOlifEFaCiDncelular. II) una forma alterada en su

estructura o en su número del receptor de un GF. de tal manera

que este receptor este constitutivamente activado, Il) un sus­

trato intracelular del receptor de GFsalterado en su naturaleza



MOIEcular 0 en su número produciendo esto una estimulacion con­

tinua para la sintesis de DNA,IV) una proteina nuclear involu­

crada en la activaciOn del DNA.

CLASIFICACION DE FACTORES DE CRECIMIENTO

El estado actual del conocimiento de factores de crecimiento

POIiDEDtidicos permite agruparlos en variaé familias que se
describen en la Tabla 1.



TABLA 1

nU G)n

PDGF(Factor de crecimiento de plaquetas)

0DGF(Factor de crecimiento de osteosarcoma)

GDGF(Factor de crecimiento de glioma)

EGF

EGF(factor de crecimiento epidermico)

1952

IGF-I (Factor de crecimiento semejante a la insulina

tipo I, Somatomedina C)

IGF-ll (Factor de crecimiento semejante a la insulina

tipo II, Actividad estimulante de la multiplica­
ciOn)

TGF-s

TGFAi(Factor de transformaciún tipo alfa)

TGF-B(Factor de transformaciOm tipo beta)

Otros TGFs

FGF

aFGF(Factor de crecimiento de fibroblastos acido)

bFGF(Factor de crecimiento de fibroblastos basico)



PDGF

ESTRUCTURA Y PRECURSOR

El PDGF es un polipeptido catiónico glicosilado de peso mole­

cular 30-35 KDa,estable frente al calor y al acido, Se a1­

macenaen los granulos ci de las plaquetas y constituye la ac­

tividad mitogenica mas importante del suero sobre células de

origen mesenquimal (17,18).

Aunque la composiciOn de la molécula del PDGFaislada de

plaquetas humanasno 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 tamaño de esta cadena refleja probablemente distinta degra­

daCiOnde los extremos y diferencias en la glicosilacion ) y una

cadena B de PM 18 KDa, unidas por puentes disulfuro (19). La

posibilidad de que el PDGFsea una mezcla de dos homodimeros no

ha sido descartada, principalmente despues del aislamiento y

purificación del PDGFde plaquetas porcinas, que resulto ser un

homodimero B-B (20). La cadena B se encuentra codificada en el

proto-oncogen c-sis, cuyo transcripto es un mRNAde 4.2 kb (9,

10). Parte del locus del c-sis humanoha sido clonado. Este gen

esta localizado en el cromosoma22 (21).

El estudio del c-sis clonado demostro la existencia de una

secuencia de nucleotidos lo suficientemente larga comopara

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



De esta forma,un dimero de cadenas pro-B seria una proteina de 54

KDa y probablemente la glicosilacion de las cadenas polipep­

tidicas aumentaria este PH. Unade las caracteristicas mas inte­

resantes de la cadena B del PDGFes 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 la cadena A se ha

deducido del cDNAclonado y en humanos el gen ha sido localizado

en el cromosoma 7. Este polipeptido muestra una homologia de]

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

SINTESIS DE PDGF Y FACTORES RELACIONADOS

El PDGF se sintetiza en los megacariocitos y se almacena en

105 graHUIDSli de las plaquetas (24).

Otras celulas capaces de secretar PDGFson los monocitos y los

macrOfagosactivados. 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 c0nstituida por PDGFo factores

relacionados (25). A diferencia de las plaquetas los monocitos

no almacenancantidades significativas del factor (25).
Las celulas endoteliales en cultivo (26) secretan PDGFo



factores relacionados a pesar de que en ellas no han podido

detectarse receptores para PDGF. Cultivos de celulas endote­

liales de cordon umbilical humanoy de aorta bovina expresan un

mRNAde 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 PDGFes rapidamente depurado

del plasma o bien que las células endoteliales sintetizan bajos

niveles de PDGF "in vivo“. Asi, las celulas de endotelio de

aorta bovina o de cordOn umbilical humano, obtenidas del tejido

fresco e intacto, contienen respectivamente un 1.3 o un 10% del

mRNAde 3.5-3.7 Kba respecto de las mismas celulas en cultivo

(27).

Tambiense han identificado en cultivos de celulas de musculo

liso (29) moleculas semejantes al PDGF. La produccion de estos

factores podria estar relacionada con el estado de crecimiento

dado que cultivos de celulas de músculo liso de aorta de ratas

de 2 semanas de edad liberan cantidades significativamente mayo­

res de PDGFque los cultivos de estas mismas celulas de ratas

adultaS- En CDntFGStE, El numero de receptores para PDGFes mayor

en las células adultas (29). Estos resultados sugieren una

funcion autocrina o paracrina para el PDGFy los mitogenos rela­

cionados en: I) el desarrollo y la regulación de la pared de los

vasos, II) la migracion y las respuestas mitogenicas de los com­
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ponentes celulares involucrados en la reparación de heridas. III)

las lesiones proliferativas de la ateroesclerosis en el hombrey

IV) potencialmente en diversas enfermedades como la fibrosis pul­

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

En citotrofoblastos de placenta humanaha 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 1a

sintesis de DNAy con la activacion del oncogen c-myc (31).

Dadoque los trofoblastos son las celulas normales mas invasivas

y proliferativas que se conocen la expresiOn de receptores para

PDGF en este tejido y la producciOn endógena de PDGFpodria

determinar una estimulacion 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 mÚsculo liso y celulas de la glia; actua también como

Quimiotactico para monocitos, polimorfonucleares, fibroblastos,

leucocitos y celulas de músculo liso (30).
11



PDGFtiene ademas efectos metabólicos sobre celulas en cul­

tivo. Uno de los primeros eventos despues del tratamiento de

las celulas con el factor es el aumento de la entrada de Na’ y la

salida de H‘ (33). Segundos despues de la estimulación con PDGF

se produce una disminución transitoria del pH, seguida por una

posterior EleVBCiOndel mismo en 0.2-0.4 unidades (34). Uno de

los factores considerados capaces de producir competencia en las

celulas es la alcalinizacion transitOria, sin embargo, no hay

evidencias que establezcan que la alcalinizacion producida por el

PDGFsea esencial para la proliferación celular (35).

Pocos segundos despues del tratamiento de las celulas con PDGF

5€ ODSEFVBlibEFaCiOn de Ca=* de sus reservas intracelulares,

encontrándose este fenomeno asociado con un aumento en el recam­

bio de fosfatidilinositoles (36.37,38). Esto hace pensar que

tanto el Caz‘ comolos fosfoinositidos participan en la transduc­
cion de la señal de PDGF.Este factor tambien aumenta los niveles

de acido araquidonico, un precursor en la sintesis de prostaglan­
dinas y leucotrienos y de diacilglicerol, un activador de la

proteina quinasa C (39).

Se ha demostrado ademas que el PDGFaumenta el transporte de

aminoacidos , la fosforilación de residuos serina en la proteina

Só ribosomal y reordenamiento en los filamentos de actina

(40,41,42).

PDGFaumenta la sintesis de proteinas (40) y un hallazgo

importante en favor del papel que se atribuye a1 PDGFen el

proceso de curaciOn de heridas es que aumenta la sintesis y

12



liberación de colágeno tipo V y regula la sintesis de colágeno

III y IV (43).

PDGFmodula los receptores de membranade otros factores de

crecimiento. Se ha observado un aumento en la expresión de los

receptores de membrana para Somatomedina C (¡GF-I) y un aumento

en la secreción de factores semejantes a IGF-I en fibroblastos

tratados con PDGF (44,45). La preincubaciOn de fibroblastos

Balb/c3T3 con PDGF modula la uniOn subsiguiente del factor de

crecimiento epidermico (EGF) a sus receptores, determinando una

disminución en 1a afinidad (46). Este, es un efecto semejante al

inducido por los esteres de forbol en el receptor del EGFy

sugiere que la DFDtEIna guinasa C podria ser un intermediario

comunel la influencia del PDGF y los esteres de forbol sobre

dicho receptor (47).

13



RECEPTOR

En una variedad de células de origen mesenquimal se han en­

contrado receptores para el PDGF(4B,49,50,51). Sin embargo,1as

únicas celulas 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 mole­

cula de dicho receptor (51). Este receptor activado actúa a su

vez comoproteina quinasa tirosina especifica (41,52). La ac­

tividad de tirosina quinasa es semejante a 1a descripta para los

receptores de otros factores de crecimiento como el EGF, 1a

insulina y el factor de crecimiento semejante a la insulina tipo

I (IGF-I) (53,54,55). Todos estos receptores cuando son

activados DOF la union del ligando, ademas de autofosforilarse,

fosforilan sustratos celulares; muchos de estos también son

fosforilados por las proteinas producto de oncogenes con activi­

dad de proteina quinasas (56.57). Por ejemplo, una proteina de

36KDa, tentativamente identificada como una subunidad de la

malico deshidrogenasa, puede ser un sustrato para la proteina

producto del oncogen src, y para el EGF (58). AdemaS. el EGFy

el PDGFfosforilan 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 PDGFy de los esteres de forbol (60).

14



Investigaciones recientes se han ocupado de dos proteinas

periféricas de membranadenominadas p35 y p3ó.

p3ó se encuentra fosforilada en tirosina en muchascelulas

transformadas por virus y en células estimuladas por factores de

crecimiento y se la conoce comocalpactina I. La proteina p35

a la que se denomina calpactina II es la proteina con mayor grado

de fosforilacion en tirosina en celulas malignas A 431 tratadas

con EGF(61). Las lipocortinas son un tipo de proteinas in­

ducibles por esteroides que originariamente se penso que inhibian

a la fosfolipasa A2. Actualmente, se sabe que la lipocortina I

es idéntica a calpactina II y la lipocortina II y calpactina I

son altamente homologas. Hasta el momentono se ha determinado

que la fosforilacion de estas dos proteinas afecte actividades

CElulareS especificas en las celulas transformadas por virus o

estimuladas por factores de crecimiento (62).

Ademasde la activacion de tirosina quinasas por PDGF,este

factor también induce la activaCiOn de serina/treonina Quinasas

cuando se una a sus receptores de superficie (59). Por ejemplo

el suero y el PDGFinducen la fosforilacion en residuos serina de

la proteina ribosomal Sb (63).

Tambien se ha demostrado que el PDGF activa a la proteina

quinasa C (64); esto serviria para generar segundos mensajeros y

seria responsable de muchos de los eventos inducidos en las

celulas estimuladas por PDGF, incluyendo el aumento del influjo

de Na‘ , del pH intracelular y de la actividad de la bombaNa*­

K‘ (65,óó,67). Sin embargo, estos eventos tambien son estimula­



dos por mitogenos que no activan a la proteina quinasa C (33,68)

La incubación de las celulas con el PDGFdisminuye el numero de

receptores de superficie para el factor (69).
Se ha clonado y secuenciado el cDNAcompleto que codifica para

el prereceptor del PDGF(70). La secuencia aminoacidica dedu­

cida ha revelado una importante homologia con el producto del

oncogen v-kit y con el del oncogen c-fms, este último, seria el

receptor para el factor estimulante de colonias macrofagicas
(CSF-l) (70).

Esas proteinas tienen en comúnlargas secuencias que inte­

rrumpen el dominio de tirosina quinasa (70). Ademas, los recep­

tores del PDGFy del CBF-1 tienen en común una homologia en la

localizacion de los residuos cisteina extracelulares, el dominio

hidrofObico anclado a la membrana citoplasmática y el extremo

corboxi-terminal intracitoplasmatico (70).

El gen para el receptor del PDGFesta localizado en el cromo­

soma 5 en el genoma humano (70).



GENES INDUCIDOS POR PDGF

Diferentes genes son inducidos en las celulas poco tiempo

despues de la estimulacion con PDGF. E1 gen KCque 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 mRNApara JE y un aumento también, aunque menor para el

mRNAdel gen K (71).

Ambosgenes, cuya funCiOn no se conoce, sufren solamente una

activacion pasajera.
Otros genes inducidos por el PDGFson el protooncogen cnmyc

y el protooncogen c-fos (72). Los mecanismos por los cuales

estos protooncogenes inducen proliferacion celular son desconoci­
dos.

RELACION ENTRE EL PDGH ONCOGENES Y TRANSFORMACION MALIGNA

Hemosmencionado antes la relacion existente entre 1a cadena B

del PDGF y la proteina p28'*' producto del oncogen viral v-sis

(virus del sarcoma de simios) (9,10). En efecto, los 109 resi­

duos aminoaCIdicos N-terminales de 1a cadena B son virtualmente

idénticos a la secuencia deducida para el extremo carboxi-ter­

minal de la protEIna p28'*'; solamente se han encontrado tres
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aminoacidos sustituidos (9,10). Dadoque la secuencia deducida

para el oncogen c-sis es idéntica a la de la cadena B, las sus­

tituciones pueden representar diferencias entre el mono y el

hombreo bien entre el v-SlS y el c-sis (9,10).

El analisis del procesamiento intracelular de la proteina p­
28'*' en celulas de monotransformadas por el virus del sarcoma

de simios (SSV) ha demostrado que este primer producto

traduccional (p28'1') SE dimeriza rapidamente para dar la prote­

ina p56'i'. Este producto se procesa posteriormente por clivaje

proteolitico para dar el péptido final aparentemente estable.
p24'*', que ha perdido los extremos N-terminal y C-terminal (73).

P24"' es semejante en su estructura a un homodimero B-B del PDGF

(73).

La identidad virtual entre p24'1' y la cadena B ha evidenciado

que el virus del sarcoma de simios ha adquirido secuencias del

DNAcelular que estan contenidas en el gen que codifica para 1a

cadena B del PDGF(74). Las secuencias celulares adquiridas por

el SSVhan sido insertadas en el gen de la proteina de envoltura

del retrovirus (env), cerca del extremo 3- del genomaviral

(74). Dado que la proteina v-sis no tiene un dominio capaz de

anclarse a la membranaplasmática, tiene la potencialidad de ser

secretada, particularmente en las celulas que carecen del sistema

de granulosei para almacenarla.

Dada 1a homologia entre la proteina p28'*' y la cadena B del

PDGF,SE investigo la posible actividad mitogenica de la proteina

producto del v-sis. Se observo que en efecto. lisados de celulas
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transformadas por SSVposeen actividad mitogenica 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 células transformadas por SSVcontienen activida­

des mitogenicas semejantes al PDGF(75). Por otra parte, la

habilidad de la proteina v-sis sintetizada en bacterias de com­

petir para unirse a los receptores de PDGFes otra evidencia de

similitudes funcionales entre ambasproteinas (75). Todos estos

datos son consistentes con la hipótesis gue postula que la prote­

ina producto del v-sis entra en camino de secresion celular e

interactúa con los receptores de PDGF en una forma autocrina ,

causando asi, un crecimiento incontrolado de las celulas trans­

formadas (39). Sin embargo, aun no se ha podido establecer que

este mecanismosea el responsable de la transformacion neoplasi­

ca. Ademas,estudiando lineas celulares derivadas de tumores

humanos que producen PDGF, y de celulas transformadas por el SSV

se ha visto que el agregado de anticuerpos anti PDGFno bloquea

la proliferación de estas celulas (76). Sin embargo, este ha­

llazgo no invalida 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 ¿Si accesibles para el anticuerpo. El hecho que mutan­

tes con deleciones en el gen env, especificamente en la SECUEnCia

que codifica para el peptido señal 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 secrecibn celular para transformar. La

presencia de receptores para el PDGF parece ser un requisito

indispensable para la transformacibn de celulas por la proteina

v-sis, dado que el SSV SOlo transforma celulas que presenten

receptores para el PDGF (celulas de la glia.mioblastos y fibro­

blastos) (76). Las celulas transformadas pOr el SSVtambien

presentan menos receptores para el PDGF, lo cual se interpreta

como un bloqueo de los receptores del PDGFpor la proteina v-sis

(76). De igual forma. el numero de reptores en las celulas de

tumores humanos que producen PDGFes menor que en las celulas

tumorales que no producen PDGFo que en las celulas normales del

mismotipo histolodico. lo que tambien indica un posible bloqueo

o "downregulation” de los receptores (19).

Otra de las cuestiones que deben ser determinadas es el

motivo por el cual siendo la estructura del PDGFtan semejante a

la de la Proteina v-sis esta ultima produce transformacion y no

el PDGF. En primer lugar debe menCionarse que el agregado de PDGF

exbgeno a fibroblastos STS 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 PDGFproducido endógenamente es

mas efectivo para producir transformacibn que el exógeno (39).

Otra explicación posible es que la produccion continua de PDGFa

traves de todo el ciclo celular podria dar una señal distinta que

aquella proporcionada pOr una administraciOn exógena aguda (39).



FACTORES DE CRECIMIENTO SEMEJANTES AL PDGF

En 1980 Heldin y col (7B) identificaron en el medio de cultivo de

de la linea de osteosarcoma U-Z OS un factor de crecimiento

relaCionado con el PDGFal que llamaron factor de crecimiento

derivado de osteosarcoma(ODGF). Sus propiedades fisicoquimicas

son semejantes a las del PDGF y tiene reacciones inmunolOgicas

cruzadas con anticuerpos anti-PDGF.

En 1984 Nister y col (79) encontraron en el medio condicionado

de celulas de glioma humano un factor relacionado con el ODGFy

lo llamaron GDGF.

Tanto el ÜDGFcomo el PDGF tienen pesos moleculares de 31 KDA

estan COmpuestos por dos cadenas polipeptidicas del mismo PMy

estructuralmente estan mas relacionados con el PDGFque COn la

proteína v—Sis.
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EGF

CARACTERISTICAS GENERALES Y ACTIVIDAD BIOLOGICA

El factor de crecimiento epidermico (EGF) fue aislado en 1962

por Cohen y col. de glandula submaxilar de ratón (BO). La

primera actividad biológica descripta para este factor fue la

apertura precoz de los párpados y la erupción de los incisivos en

ratones de 7 dias que habian sido tratados diariamente con ex­

tractos de glándula submaxilar de ratón (80).

LOSestudios histDlOgicos de estos animales demostraron que
las actividades inducidas en el desarrollo se correlacionaban con

un aumento en la proliferación y diferenciación de celulas en 1a

epidermis y por eso al péptido presente en el extracto se lo

llamo factor de crecimiento epidermico (EGF) (81).

En 1975 Cohen y Carpenter (82) aislaron EGF de orina humana ,

lo purificaron y secuenciaron y comprobaron la existencia de una

imDOFtante hom°1091a en la secuencia aminoacidica del factor

humano y de ratón y tambien, que ambos poseían las mismas ac­

tividades biológicas. Poco tiempo despues, Gregory aisló y se­

CUEHCiOla urogastrona,I hormona que inhibe la secreción áCida

gástrica. La secuencia de la urogastrona y del EGFresultaron
ser idénticas (83).

Los niveles de EGFhan sido determinados en varios fluidos

humanos, siendo elevados en leche, orina y saliva y bajos en

suero (84,85).
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A pesar de que no se conoce hasta el momentoel papel fisiolo­

QiCOdEl EGF la GÓMiniStraCiOn de este factor a animales produce

una serie de respuestas en la piel y otros órganos: 1) aumento en

la proliferación y queratinización del tejido epidermico en rato­

nes recien nacidos (80), 2) aumento en la proliferación y dife­

renciación del epitelio pulmonar en fetos de cordero (61), 3) es­

timulación de la regeneración del epitelio de la córnea en

conejo (Bb), 4) aumento en la actividad de la ornitina de­

carboxilasa en ratón (B7), 5) hipertrofia e hiperplasia hepática

en rata (BB), ó) retardo en el desarrollo del ovario en raton

(B9), 7) inhibición de la secreción ácida gástrica en perro ,

rata y gato (90,91).

EGFactúa comoun potente mitógeno para celulas epiteliales y

mesenquimales en cultivo (92,93). Ademas, ha quedado demostrada

su acción sinergica en la estimulación de la proliferación celu­

lar con otros factores de crecimiento . EGFactúa en forma siner­

gica con insulina sobre celulas NRK-49Fy AKR-ZB(94,95) y con

PDGFsobre celulas Balb/c3T3 (96).

Se ha demostrado también (97) la participación del EGFen la

estimulacion de la fase meiótica de la espermatogenesis
en ratón.
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ESTRUCTURA Y PRECURSOR

El EGFes un polipeptido 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 glándula submaxilar de

ratón, predice un polipeptido de 1186-1217 aminoácidos y peso

molecular 128 KDa (99). El EGFse encuentra codificado en los

residuos 977-1029, próximo al extremo C-terminal (100). La DFO­

teina precursora contiene un dominio intErno hidrofobico de 20

aminoaCidosEntre dos regiones polares y en ella estan codifica­

dos 7 péptidos relacionados con el EGF (101). El precursor

DOUFiaser una proteina integral de membrana pero se desconoce

Comoes procesado para dar el ESF maduro.

Originariamente se penso que el EGFtenia un expresion tisular

limitada, pero recientes estudios de hibridizaciOn "in situ? han
demostrado la presencia del mRNAprecursor en distintos tejidos

de ratas recien nacidas (101). Los túbulos distales del riñon.

por ejemplo,presentan una importante expresiOn de este mRNAy la

proteina correspondiente permanece como precursor de alto PM. no

encontrandose EGF de ó KDa (101). Ademas se ha demostrado la

presencia de EGFde alto PMen orina y otros fluidos humanos

(102.103).



PEPTIDOS RELACIONADOS CON EL EGF

El factor de transformacion tipo alfa (TGF-dJ. un factor de

crecimiento con caracteristicas únicas dado que es capaz de

conferir un fenotipo neoplásico a celulas no transformadas,

presenta una homologia del 40%en su secuencia aminoacidica con

el EGF (104). Ademas, TGF-d se une a los receptores de membrana

del EGFy es capaz de ejercer los mismos efectos bioloQicos que

el EGF (105). TGF-dha sido aislado fundamentalmente de teji­

dOSneoplasicos y embrionarios.

Un segundo factor DOIipeptidico semejante al EGFfue aislado

de celulas infectadas por el virus de vaccinia , tiene 77 resi­

duos aminoacidicos y a semejanza del EGFse sintetiza como un

precursor de alto PM(106).
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RECEPTOR DEL EGF, RELACION CON ÜNCOGENES Y TRANSFORMACION NEOPLA­

SICA

El receptor del EGFes una glicoproteina integral de membra­

na, que posee actividad intrinseca de proteina quinasa (107).

La union del EGFa su receptor fosforila residuos tirosina

en la molécula de este último, produciéndose asi una importante

elevaciOn en la actividad de tirosina quinasa del receptor (108).

El principal sitio de autofosforilación 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 KDadel 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

aminoácidos 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 aminoácidos que carece de residuos cargados y que

esta anclada a la membranaplasmática (110).

Se ha demostrado que la uniOn del EGF a su receptor en la

superficie celular induce la disminuciOn del número de recep­

tores de membrana ("down regulation") (111).
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También, se conoce actualmente que la proteina quinasa C

modifica la actividad del receptor del EGF. En efecto, esta

proteina quinasa fosforila al receptor en el residuo treonina 654

(112,113). Comoresultado de este evento se produce una dis­

minución de la afinidad del receptor por el EGFy de la actividad

de tirosina quinasa (112,113). Los esteres de forbol, promoto­

res tumorales que actúan 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 gp55V--rbfl, 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

bien presenta una pequeña 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 celulas

infectadas por el virus de la eritroblastosis de aves en varias

formas. "In vitro", 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 KDaque 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
PH de 75-80 KDa(117). Células infectadas con mutantes con­

dicionales del AEVno presentan esta proteina en su membrana a

la temperatura restrictiva(117). Esto indica que la forma de

membranaes importante en el proceso de transformacion (117),

Unade las hipótesis para explicar la transformacion inducida

por AEV es que la proteina gp65""" en ausencia del dominio

regulatorio de uniOn del EGFactuaria comoun receptor activado

constitutivamente. Noobstante 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 celulas transformadas por los

retrovirus de la familia src que poseen genes que codifican para

tirosina quinasas, esta actividad se evidencia por el aumentode

fosfotirosina celular y se han identificado proteinas forlladag

en tirosina (118). En contraste, en las celulas transformadas por

el AEV,solo se han detectado pequeños aumentos en los niveles de

TOSthiFDSina (117)- EStD POdria ser suficiente para explicar la

transformacion si involucrase justamente un grupo de sustratos
clave.
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En las celulas transformadas por el AEV se han detectado

algunas de las mismas proteinas fosforiladas en tirosina que se

han identificado en las celulas tratadas con el EGF,entre estas

la proteina p36, una de las lipocortinas y la proteina p42 (119,

120).

RECEPTOR DEL EGF EN TUMORES HUMANOS

El receptor del EGF ha sido localizado 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 la cabeza y el

cuello y en gliomas se ha detectado amplificacion de] gen de1

receptor del EGF (115). En la linea 9-431, de carcinoma epider­

moide de vulva, se ha demostrado ademas de una amplificación de

cincuenta veces de los receptores del EGF, una forma anOmala del

receptor que posee el dominio de unión pero carece de los domi­

nios de transmembrana e interno (121).

El mecanismopor el cual estas alteraciones en el receptor

DOdriancontribuir al desarrollo tumoral no se conocen.

Sin embargo, se ha postulado que la amplificaciOn del receptor

podria determinar una activacion constitutiva de la tirosina

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

GENERALIDADES

En 1967 Temin (122) observo que la actividad mitogenica del

suero sobre cultivos de fibroblastos de aves y de ratOn po­

dia ser reemplazada por insulina. Sin embargo, la concentración

de esta en suero no era suficiente para explicar el efecto mito­
genico. 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 y Temin aislaron del medio

condicionado de una linea de celulas de higado de rata . BRL, un

factor de crecimiento al que denominaronactividad estimulante de

¡a MUItiplicaCiOn (MSA)(123). Marquard y col. encontraron que

MSAera el equivalente en rata de la somatomedina A de humanos o

factor de crecimiento semejante a la insulina tipo II (IGF-II).

(124).

Otro polipeptido relacionado, somatomedina C o factor de

crecimiento semejante a la insulina tipo I (IGF- I) fue descripto

por Clemmons y col (125).

IGF-I es producido en respuesta a la hormona de crecimiento

(GH) y es uno de mitOgenos mas importantes del suero (126). La

Primera hipotesis que postulaba que IGF-I era producido en higado

por estimulo de GHy era luego secretado actualmente ha sido

revisada y expandida. Estudios recientes han demostrado que

lGF-I inmumoreactivo esta presente en una variedad de tejidos en
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concentraciones muy altas y se ha localizado el mRNAcorrespon­

diente a IGF-I en una variedad de tejidos (127). Asi, el IGF-I

producido localmente podria ejercer funciones de estimulación

paracrina o autocrina, ademas de su efecto endocrino comomedia­

dor de la hormona de creCimiento (127).

Se ha demostrado que lGF-II tambien es producido en varios

tEJiÓOS , pero su funCiOn y la regulación de su produccion aun

deben determinarse (128). No existen evidencias de que la

hormona de crecimiento estimule su seCrecion. dado que no se

detecta aumento en las concentraciones sericas 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 unidos 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-II en suero fetal de rata son 10 a 100

veces mas altos que en el suero materno y disminuyen dias después

del nacimiento. lGF-I exhibe un desarrollo inverso: sus niveles

son bajos en el recien 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 PRECURSÜR

IGF-I ha sido purificado de suero humanoy se lo ha secuen­

ciado (132). Esta compuesto por una sola 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 1a actualidad se dispone comer­

cialmente de IGF-I recombinante, que es identico al factor huma­

no, excepto por la sustitución de metionina por isoleucina en el

FESiduD 59- IGF—II esta compuesta por 67 residuos aminoa—

cidicos (134).

El cDNA,clonado de una biblioteca de higado humano adulto,

indica que ambosfactores se sintetizan a partir de precursores

de 15 a 21 KDa (134,135,136); el IGF-I tiene un precursor de 130

residuos. mientras que IGF-II tiene un precursor de 180 aminoaci—

dos. Los genes de IGF-I e IGF-II han sido mapeados en el

genoma humano; IGF-I se localiza en el Cromosoma 12 e IGF-II en

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

RECEPTORES DE IGFs Y SU RELACION CON ONCÜGENES

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

homologia con el receptor de la insulina. Este ultimo es una
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gliCODVOtEIna integral de membrana de peso molecular 350.000­

400,000 Da, formada por dos subunidadesoL ( 120,000 Da) y dos B

(90,000 Da) unidas por puentes disulfuro (139,140,141). En la

subunidadc¿ se localiza el sitio de union de la insulina (139,

140). Cuando esta se une al receptor de membranase fosforilan

residuos tirosina en la subunidad B y este receptor activado

actúa a su vez comotirosina quinasa sobre otras proteinas celu­

lares (139.140). Los estudios de fosforilaciOn de péptidos

intracelulares por el receptor activado indican que posee una

especificidad de sustratos similar a la exhibida por otros fac­

tores de crecimiento como el EGF, y por las tirosina quinasas

productos de los oncogenes de la familia src (139,140,141). La

subunidad B posee ademas un sitio de unión de ATP (140). Se ha

demostrado que las cadenas¿_y B derivan de un solo precursor

polipeptidico glicosilado de peso molecular aparente 190,000 Da.

Este precursor es transportado del reticulo endoplasmático al

aparato de Golgi luego es glicosilado, clivado y finalmente es

transportado a la membrana plasmática (140). Comoambas sub­

unidades del receptor estan glicosiladas y la subunidad B con­

tiene el sitio du union del ATP, es probable que partes de ambas

esten expuestas en la superficie celular y que la subunidad B

atraviese la membranaplasmatica.

La secuencia aminoacidica completa del precursor del recep­

tor de la insulina humana ha sido deducida del cDNAclonado de

una biblioteca de placenta humana (140). El preCursor posee 1370

FESiduOSaminoaCIdicos, comienza con una secuencia señal de 27
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aminoácidos, sigue la subunidadeL del receptor. luego una secuen­

cia que probablemente sea el sitio de reconocimiento para las

enzimas proteoliticas de procesamiento y finalmente la subunidad

B conteniendo una secuencia de transmembrana de 23 aminoacidos.

La estructura primaria deducida para la cadenaa2 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 1a sub­

unidad B Por puentes disulfuro.

La presencia de un dominio de transmembrana en la cadena B,

análogo al del receptor para el EGFy el receptor para lipoprote­

ina de baJa densidad (LDL) (98.107.1OB.109). indica que el ex­

tremo N-terminal de esta subunidad esta expuesto.en 1a superficie

celular, mientras que en el C-terminal se localiza en el dominio

intraCitoplasmatico (140).

Si bien el sitio de unión de la insulina se encuentra en la

cadena 0L del receptor, no se ha descartado que el extremo N­

terminal de la cadena B este involucrado.

La subunidadc¿ contiene una regiOn muy rica en residuos cis­

teina. similar a la existente en los receptores del EGFy de LDL

(98.107.1OB.109).

La semejanza entre los receptores de insulina y EGFreside

ademas de en su organizacion en su secuencia aminoacidica . Los

primeros 444 residuos de la cadenackdel 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 aminoácidos en la region de union

del ATP de la cadena B del receptor de insulina,la regiOn in­

tracitoplasmática análoga del receptor del EGF, el dominio cata­

litico de las proteinas producto de oncogenes de la familia src,

y el producto del oncogen v-fms (107,108,109,142,143). Reciente­

mentehse ha descripto que la homologia es aun mayor con el pro­

ducto del oncogen ros (140).

El receptor para IGF-I es homOIOQoa1 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 interactúan 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-I, pero no del IGF-II (139).

ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE IGF-I E IGF-II

IGFs e insulina ejercen el mismo tipo de acciones b101091cas,

incluyendo la estimulacion de la sintesis de DNAen celulas en

cultivo, el transporte de aminoacidos y el metabolismo de la
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glucosa (144,145,146). Ambosfactores estimulan también 1a in­

corporación de sulfato a los proteoglicanos del cartilago (145).

Ademas, IGFs estimulan el crecimiento de las celulas de granu­

losa y la esteroidogenesis. IGF-I induce la proliferación de

celulas de granulosa bovina (147). IGF-I e IGF-II estimulan la

Sintesis de DNAy facilitan la secreción de progesterona en

celulas de granulosa porcina (147).

IGF-I EN CANCER DE MAMA HUMANO

Todas las lineas de cancer de mamahumano examinadas hasta el

momentosecretan IGF-I (148). En esas celulaSJtambién han sido

hallados varios mRNAscorrespondientes a IGF-I (149). Cuando en

el cultivo se utilizan medios que contienen rojo fenol, no se

detecta iHUUCCiOnde la sintesis de IGF-I por estrógenos. En

cambio, con medios libres de rojo fenol, el estradiol y la in­

sulina producen un aumento de 2 a 3 veces en la secrecibn de

IGF-I (148). LOSantiestrogenos, por el contrario, inhiben la

sintesis de IGF-I (148). Un hallazgo interesante es que dos

lineas de cancer de mama, que no poseen receptores para estrbge—

nos y son altamente malignas, secretan grandes cantidades de IGF­

I y responden pobremente a IGF-I exageno (150).

Hasta el momento, los mecanismos de inducciOn de la sintesis

y la función biológica del IGF-I en el cancer de mamahumano se

desconocen. Sin embargo por las evidencias obtenidas se ha

postulado que IGF-l actuaria comoun mitógeno autoestimulatorio
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en estas células malignas (148).



FACTORES DE CRECIMIENTO DE FIBROBLASTOS

AISLAMIENTO Y PURIFICACION

Los factores de crecimiento de fibroblastos acido (¿FGF) y

básico (bFGF) son moleculas íntimamente relacionadas que poseen

actvidades biolOgicas semejantes. El origen cientifico de IDS

FGFs data de hace 50 años. 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 encontro que extractos de hipofisis también tenian una

importante capacidad mitogenica sobre la linea de fibroblastos

Balb/c3T3 (152). Luego Gospodarow1cz y col. purificaron par­

cialmente factores semeJantes a los FGFde extractos de cerebro e

hipOfisis , basándose en su capacidad de estimular la prolifera­

ciOn de 1a linea Balb/c3T3 (153). Estos autores mostraron que

preparaciones presumiblemente puras inducian 1a division de una

variedad de tipos celulares de origen mesodermico, incluyendo las

celulas del endotelio vascular que hasta ese momentohabian sido

un tipo celular dificil de propagar en cultivo.
Inicialmente se penso que solo existia una clase de FGFel

que se propuso derivaba de una proteolisis parcial de la mielina

(factor de creCimiento de fibroblastos basico con un punto isoe­

lectrico de 9.6) (153).
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Posteriormente, se demostro la existencia de un FGFcon un

punto isoelectrico acido en preparaciones de cerebro (154) Se

estaDIECiO además que el FGFbasico era distinto de la mielina.

Estudios recientes indican que los FGFs tienen una funciOn

importante en celulas del endotelio vascular del sistema nerVioso

y del tejido conectivo. Ambosfactores son multifunCionales,

dado que pueden tanto estimular la división celular comoinducir

o retrasar la diferenciación (155).

Para la purificaciOn de los FGFbasico y acido se han seguido

dos tipos de metodologías. El metodo de purificación parcial

del FGF acido (aFGF) de cerebro incluye fraccionamiento salino.

cromatografias de intercambio catiOnico y de exclusión molecular

y finalmente HPLC(156). Factores semejantes a1 aFGFs han sido

recientemente aislados y purificados por distintos laboratorios.

Lopb y col. han purificado un factor semejante al FGFal que

denominaron factor de uniOn a la heparina tipo aL . Tambien han

sido descriptos un factor de Crecimiento proveniente del ojo, un

factor de creCimiento de celulas 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 mitdgenos de celulas endoteliales obtenidos del

sistema nervioso central son muysimilares o idénticos al aFGF.

La puficaciOn del FGF basico (DFGF) se ha llevado a cabo

utilizando metodos semejantes a los descriptos para el aFGF. La

composición de este material purificado ha demostrado que

no prov1ene de la mielina (158). Por otra parte, la amplia



distribución del bFGFasi como tambien la gran variedad de tipos

celulares sobre los que actúa han dado origen a una serie de

denominaciones diferentes para este factor y existen por lo menos

16 sinónimos del bFGF (157).

El otro metodo de purificacion de aFGF y bFGF se basa en la

alta afinidad de estos factores por la heparina . El procedi­

miento consiste en una precipitación con sulfato de amonio,

cromatografía en columnas de carboximetil-Sephadex y finalmente

cromatografía de afinidad en columnas de heparina-Sepharosa.

Con este último 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

bFGFesta compuesto por una sola cadena polipeptidica de 146

residuos aminoacidicos. Este factor tambien puede existir en

otra forma que a la que le faltan los 15 primeros aminoácidos del

extremo N-terminal y se la denomina des. 1-15 bFGF. Esta forma

truncada tiene 1a mismaactividad que la forma nativa lo cual

sugiere que el extremo N-terminal no esta involucrado en 1a union

con el receptor (160).

aFGF es un polipeptido de 140 aminoacidos que tambien puede

existir en una forma a 1a que le faltan los ó aminoacidos del

extremo N-terminal: des.1-ó aFGF (161).

Existe un 55%de hOmOlogia en la secuencia de ambos factores.
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aFGFv bFGFposeen dos sitios potenciales de union de henarinav

uno de ellos próximo 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-Xaade la fibronectina, pueden encontrarse en el

exterior de la proteina. De esta forma a traves de estos resi­

duos los FGFpodrian unirse a los sitios de reconocimiento celu­

lar (161,162).

RECEPTORES

Todos los tipos celulares que responden a bFGFo 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. comoen las

celulas BHK-Zl, se detecta un número mas elevado de receptores de

membrana (163). AmbosmitOgenos pueden desplazarse mutuamente

de la union con el receptor (164). Los estudios con reactivos

de entrecruzamiento indican que ambos factores interactúan con

los mismos dos componentes de membrana, uno de ellos de 145 KDay

el otro de 125 KDa (164). Ouantitativamente bFGF posee mas

afinidad por la especie de 145 KDa, mientras que aFGF por la de

125 KDa (164).

Los FGFs unidos a su receptor de membranason internalizados

lentamente (163). En contraste con otros factores de crecimien­
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to, aparentemente los FGFsno son degradados en la celula (163).

Tampocose ha podido detectar 1a fosforilaciOn en residuos

tirosina del receptor despues de la union 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 biDlOgica de los FGFs dado que se ha demostrado

que bFGFactivan a la proteina quinasa C (165)

ACTIVIDADES BIOLOGICAS

La maYüria de los estudios biológicos con FGFs han sido hechos

CODEl DFGF- 5010 Últimamente 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

mación activa del aFGF y disminuye la 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 mitogenos sobre una gran variedad

de tipos celulares incluyendo cultivos primarios de fibroblastos,

celulas del endotelio vascular y de la COrnea, condrocitos,

osteoblastos, mioblastos, celulas de músculo liso y celulas de la

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

El agregado de FGFs a cultivos de celulas de origen mesoder­

mico disminuye notablemente el tiempo de duplicación de las

celulas (169).
FGFstambién tienen efectos en la diferenciaciOn celular.

Estos factores estabilizan la expresion fenotipica de celulas

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, celulas

del endotelio vascular o de la COrnea cuando son cultivadas en

presencia de FGFsconservan en confluenCia todas las caracteris­

ticas funcionales y morfolOgicas del endotelio del cual provienen
(170).

FGFsinducen a las celulas del endotelio capilar a organizarse

en tübulos que se asemejan a capilares sanguíneos y pueden

estimular los procesos taraaluriutigos de la angiogenesis “in
vivo“, incluyendo la migraCiOnde las celulas endoteliales.

y la producción del activador de] plasminogeno (171).

Sobre condrioc1tos FUFs pueden actuar como mitOgenos o como

agentes de diferenciaCion (172).

FGFs promueven la diferenCiaciOn de preadipocitos de oveja

(173).

Uno de los efectos mas interesantes de los FGFs en la diferen­

ciaCiOn celular se observa en celulas nerviosas. Inicialmente

Guroff y col. (174) desCribieron que DFGF actuaba induciendo

diferenCiaCion en la linea celula' de feocromocitoma de rata



PC-12. Posteriormente)se demostró que aFGF produce los mismos

efectos y que esta linea posee receptores para FGFs (175).
En medios libres de suero bFGF aumenta la sobrevida de las

neuronas (176). Estos resultados sugieren que FGFs pueden

actuar comoagentes neurotrópicos en el sistema nervioso central.

FGFs poseen también efectos inhibitorios sobre la diferen­

ciación celular. Asi, bFGFpuede retrasar la diferenciación y
fusión de los mioblastos (177).

Hasta el momentohay pocos conocimientos sobre 1a actividad

biológica de los 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

actúan, probablemente los FGFs sean factores de crecimiento que

estimulen la mitosis coordinada de multiples tipos celulares
durante el desarrollo animal (157).

Existen diversas respuestas bioquímicas inducidas por FGFsen

las celulas en cultivo. EstaSJhan sido estudiadas fundamental­
mente con el bFGF. La estimulación de fibroblastos Swiss 3T3

quiescentes con bFGFproduce la elevación de los niveles de dia­

cilglicerol, 1a movilización de Ca=*, y 1a activación de la

proteina quinasa C (179). Tambien el agregado de FGFs a cul­

tivos de células Balb/c3T3 produce un aumento en la sintesis de

proteinas, fundamentalmenteproteinas de secreción (180,181).

Los FGFs inducen 1a expresión de dos oncogenes: c-fos y c-myc

(182,183).
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FGFs Y TRANSFORMACION MALIGNA

Dada las actiVidades biOIOQicas 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 mitbgenos fuese expresado en forma anormal en las celulas

neoplasicas podria inducir la hiperplasia que generalmente se
observa en los tejidos que rodean a las celulas tumorales, la

estimulación autOCrina de las celulas malignas, y la angiogenesis

en el tumor (151,157).
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FACTORES DE TRANSFORMACION

INTRODUCCION

Los factores de transformación (TGFs) constituyen un grupo de

polipéptidos con caracteristicas únicas dentro de los factores de

crecimiento, dada su capacidad de conferir un fenotipo neoplasico

a celulas indicadoras no transformadas. El fenotipo neoplasico

se define operacionalmente por la perdida de la inhibiciOn por

contacto, el sobrecrecimiento en monocapa, cambios caracteris­

ticos en la morfología celular e independencia del anclaje con la

correspondiente capacidad de formar colonias en medio semisolido

de agar (184).

La ÜESCFiDCiOn original de los TGFs data de 1978 cuando

Todaro y De Larco interesados en las propiedades que distinguen

las celulas malignas de las normales, notaron que las células de

rata o ratón transformadas por el virus del sarcoma de Moloney

perdían sus receptores para el EGF (185). Übservaron ademas que

éste no era un mecanismo general de transformacidn,dado que no se
presentaba en la mayoria de las células transformadas químicamen­

te, ni tampoco en las transformadas por virus a DNA. Postularon

asi que las celulas transformadas por el virus del sarcoma de

Moloneyproducían 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 polipeptido 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-EGF , ii) su peso molecular era de 10 KDay su

punto isoelectrico de 6.8, ii)producia transformacion fenotipica
en las celulas indicadoras normales NRK-49F(fibroblastos de

riñón de rata). siendo este efecto reversible al retirar el SGF
del medio (187).

A partir del descubrimiento del SGF, prosiguio la busqueda de

factores semejantes y poco tiempo despues Ozanne y col.(188) ais­

laron actividades transformantes en los medios condicionados de

CÉIUIBSde rata Y raton transformadas por el virus del sarcoma de

Kirsten. En 1982 Twardzik y col.(189) comprobaron que fibroblas­

tos de embribn de rata transformados por el virus de Abelson de

la leucemia murlna DFOUUCiany liberaban un factor de transfor­

mación. Moses y col.(l90) aislaron actividades transformantes

del medio condicionado de lineas celulares de ratón AKR-MCAY

C3H/MCA-5Btransformadas químicamente. Todaro y col.(191)

demostraron la presencia de un factor transformante en el medio

condicionado de lineas celulares de canceres humanos.

En 1980 Roberts y col.(l92) describieron un proceso de ex­

tracion acido alcohólica de péptidos intracelulares modificando

el metodo utilizado para la obtenciOn de péptidos biológicamente

activos comoinsulina (193). Utilizando esta tecnica de extrac­

ciOn fueron aislados factores similares al SGFde una gran varie­
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dad de celulas tumorales, y todas estas actividades transforman­

tes fueron denominadas en forma general factores de transfor­

maciOn. Un hallazgo inesperado fue la extracción de TGFsde

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 celulas NRK-49F era potenciada por el

agregado de EGF exogeno.

De acuerdo a estg se postuló que estas actividades transfor­
mantes Constituian un nuevo tipo de TGFs (195,196).

Finalmente, purificando los TGFspor cromatografía liquida de

alta presion se evidenció la existencia de dos tipos de factores
de transformaciOn.

El primero de ellos llamado TGF-d. no requiere el agregado de

EGFen el ensayo de transformaciOn de las celulas NRK-49Fy es

capaz de desplazar al EGFde la union a sus receptores (197).

El segundo tipo requiere la presencia de EGFpara promover trans­

formaCiOn fenotipica de las celulas NRK-49Fy no compite por los

receptores del EGF. A este se lo denomino TGF-B (198),

Posteriormente se determina que ni el TGFwini el EGFpodian

por si mismos transformar a las celulas NRK-49F, ambos requieren

la presencia de TGF-B(199). De esta forma y utilizando HPLCse

demostro que en el originalmente denominado SGFestaban presentes

TGF1i y TGF-B (200).

El estado actual del conocimiento de TGFsha permitido es­

tablecer que TGF1¿y TGF-Bson dos entidades estructural y biolo­

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

ser incluidas en ninguno de estos dos grupos (202,203,204,205).
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TGF-alfa

ESTRUCTURA Y PRECURSOR

La purificaciOn y secuenciación de TGFfii tanto humano como de

rata ha establecido que esta compuesto por una sola cadena poli­

peptidica de 50 residuos aminoacidicos (PM 5.7 HDa) con tres

puentes disulfuro intracatenarios en posiciones homologasa las

del EGF (104). La homologia entre 1a secuencia del TGF-oL y el

EGF es de aproximadamente 40% (206). Tambien se ha demostrado una

importante homologia entre EGF. TGF—¿y las proteinas producto

del virus vacc1nia y del virus de fibroma de Shope (207,208),

conservandose la posicion de los tres puentes disulfuro.

El clonado de los cDNAcorrespondientes al TGF-¿ humano y de

rata ha demostrado que esta codificado por un mRNAde 4.3-4.8 ko

(99,100,104,209). De acuerdo a esto, el TGF-¿ maduro se sin­

tetiza a partir de un precurSOr de 160 residuos aminoacidicos del

cual los extremos carboxi-terminal (71 aminoaCidos) y amino­

terminal (39 aminoácidos) son clivados por una proteasa que certa

entre residuos alanina y valina (210). De acuerdo a la secuen­

cia deduCida para el precursor, el procesamiento del mismodeja­

ria en el extremo C-tErminal un péptido hidrofobico. Fico en

reSiduos cisteina y por lo tanto con las caracteristicas de una

proteina de transmembrana (210). La conservación de 1a secuen­

Cia de este péptido entre rata y humanoes altísima existiendo

solo un aminoácido sustituido. lo que sugiere una funcion biolo­
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gica importante para esta proteina (201). En el genoma humano
el TGF-d 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, ESÏOS DOdrian originarse a partir del procesamiento par­

cial del precursor de 160 aa (210).

RECEPTOR

Una de las caracteristicas mas interesantes del TGF-des su

capacidad para unirse a los receptores del EGF(105,213)

La interacciOn del TGF-d con el receptor de membrana del EGF

causa los mismosefectos que este último factor, es decir, se

fosforilan residuos tirosina en la molécula del receptor y este

activado actua comotirosina quinasa (214).

Estudios realizados en varios tipos de células intactas y en

preparaciones de membrana han demostrado que EGFy TGF-d.purifi­

cados tienen una afinidad equivalente por el receptor (105,213) y

SD“ EQUiDOtentESen la activaCiOn de la tirosina quinasa asociada

a este (213). El TGF-drecombinante solo tiene una efectividad

del 55% en los ensayos de competencia por el receptor de EGF

(215).
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ACTIVIDAD BIOLOGICA

De acuerdo a lo que podria esperarse de la union de EGFy

TGF-Aal mismoreceptor, la mayoria de las actividades biológicas

de ambos factores son idénticas. In vitro EGFy TGF-i tienen

actividad mitogenica equipotente sobre cultivos de fibroblastos

en monocapa (216); en las lineas celulares que requieren la

aCCiOnsinergica de TGF-d y otros factores de crecimiento para

desarrollar colonias en medio semisolido , la presencia de TGF-d

y EGFes equivalente (217). En dos ensayos in vivo , la es­

timUIBCiOn de la apertura precoz de los párpados en ratores

recien nacidos y la inhibición de la secrecibn ácida gástrica.

ambos factores ejercen el mismoefecto (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 lóbuloalveolar de la

glándula mamaria de raton (220)

Existen evidencias que indican que la actividad biolOgica del

TGF-d podria ser superior a la del EGFen : i) la inducción de la

angiogenesis en un modelo experimental de hamster (221) ii) la

estimUIBCiOnde la liberacion de calcio de huesos de fetos (222)

iii) el aumentode la actividad osteoclastica (223) y iv) la

reparaCiOn de heridas de tejido epitelial (224). Nose descarta

sin embargo, que esta mayor actividad pueda deberse a diferente

estabilidad de ambos factores, diferencias en sus propiedades

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

Respecto del papel fisiolooico del TGF1J, su aislamiento de

embriones de rata y ratón de distinta edad gestacional. de pla­

centa humana y de tejidos fetales ovinos indica que podria tener

una participaCLOn en el desarrollo embrionario normal (184,204.­

225). Ademas. trabajos reCientes describen: i) la secreción de

TGFfiipor celulas normales de hipOfisis bov1na en cultivo (226).

ii) la expresion de TGF-¿\ en oueratinocitos normales. lo que

también es una evidencia de una funCion fisiolOgica del TGF1i

(227).

RELACION ENTRE ¡GF-ol, IRANSFÜRMACIÜN MALIGNA Y ÜNCOGENES

El hallazgo de TGFWAen 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 transformacion neopla­

sica.

Se ha postulado que el TGF-d puede actuar como un factor auto­

Crino positivo en las células mal;gwas, contribuyendo a la proli­

feraCiOH Sin centrol de las mismas (¿.4).

Derynk y col. (228) han demostrado la presencia del mRNAco­

rrespondiente al TGF-cl en una variedad de tumores primarios

humanos, particularmente en carcinomas. Muchos de los tumores

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

Resultados semejantes han sido obtenidos recientemente con

tumores de mamahumanos, en los cuales se ha detectado tanto la

presencia de TGFwicomo de receptores para EGF (229)

Solo recientemente se ha podido demostrar una relacion entre

TGF11y oncogenes. En efecto Cutry y col. (230) hallaron que

TGFw&y EGF inducen la expresión de c-myc y c-fos en las celulas

03H 10T1/2. El tratamiento de estas células con ambos mitOgenos

produce un aumento de B veces en los niveles de mRNAde 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-d trabajaron con Plasmidos que contenían la secuen­

cia completa que codifica para el TGFwihumanobajo el control

transcripcional de un promotor viral. Cuandose transfectaron

Células NIH 3T3 con 105 plasmidos construidos de la manera des­

cripta, estos no fueron capaces de promover transformaciOn mor­

fológica en las celulas. Por el contrario, la transfeccion con

dos oncogenes virales v-erb B y v-sis indujo el desarrollo de
focos de transformaciOn en cultivos de celulas NIH 3T3. Las

celulas transfectadas secretaban grandes cantidades de TGFfli,

presentaban "down regulation" de los receptores del EGFy su

crecimiento era inhibido por anticuerpos anti TGF-eL. Todos

estos resultados indican que TGF-d. es un agente promotor del

crecimiento de las células NIH 3T3, pero no actua como un Dncogen

cuando esta sobreexpresado en estas celulas.

La transfeccion de la linea de celulas de epitelio intestinal

54



de rata con el oncogen H-ras produce la transformaciOn neoplasica

de la misma y la sobreexpresiún del mRNAde TGF1¿(232).

Otro hallazgo reciente es que en la linea celular de cancer

de mama humano MCP-7TGF-d induce la activación del protooncogen

c-fos (233)



TGF-B

ESTRUCTURA

Dentro de los factores de crecimiento el TGF-Bes sin duda uno

de los mas interesantes por ser un regulador multifuncional de la

proliferaciOn celular. En efecto, dependiendodel tipo celular

sobre el que actúe, 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,B).
TGF-Bha sido aislado de numerosos tejidos normales y neopla­

sicos y se lo ha purificado de varias fuentes: plaquetas humanas

(234), placenta humana (235), riñon bovino (236) celulas de rata

transformadas por el virus de sarcoma de felinos (237), celulas

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-Ben el organismo son los huesos.

La composiciOn de la molécula del TGF-B aislada de cuales­

quiera de estas fuentes es la misma: dos cadenas polipeptidicas

de 112 residuos aminoacidicos y PM 12 KDA unidas pOr puentes

disulfuro formando un thDdimero de 23-25 KDa(234,235.236.237,­

238,239,240).

La secuencia aminoaC1dica del extremo N-terminal (30 aminoáci­

dos) del TGF-B humano (241), bovino (240), murino (242) y de rata



es idéntica (237). La secuencia aminoacidica total, deducida del

cDNAdel TGF-B bovino y humano es idéntica, mientras que el TGF-B

murino difiere en un aminoácido en la posicion 75 (241,242).

Hasta 1987 esta era la única forma de 1a molécula del TGF-B

conocida, en ese año Cheifetz y col. (239) aislaron de plaquetas

porcinas una nueva forma homodimerica del TGF-B, a la que llama­

ron TGF-BZy una forma heterodimerica TGFBl.2. Al TGF-Borigi­

nalmente aislado de plaquetas lo denominaron TGF-Bl. Seyedin y

col. (240) tambien encontraron TGF-BZy TGF-Bl.2 en huesos bovi­

nos. El descubrimiento de estos nuevos TGFsse produjo utili­

zando un paso mas en el procedimiento habitual de purificacion,

El TGF-B de plaquetas porcinas, obtenido de la segunda columna

de cromatografía liquida de alta presion en fase reversa, muestra

una sola banda en los geles teñidos con plata. Sin embargo

cuando este material se purifica utilizando una columna de

Synchropac 0-4 se obtiene la separaciOn de los tres tipos de

TGF-fi (239).

Al comparar los 22 aminoácidos del extremo N-terminal del

TGF-Bl y TGF-BZ solamente se observo un 59% de homologia en la

secuencia aminoacidica. Hasta el momentono se conoce la se­

cuencia del extremo C-terminal del péptido. Anticuerpos contra

los aminoácidos 64-91 del extremo C-terminal del TGF-Bl humano

reconocen igualmente TGF-Bl humano y bovino, pero no reconocen

TGF-BZen los "inmunoblots" (239). A pesar de estas diferen­

cias,las semejanzas entre TGF-Bi y TGF-BZson numerosas.

Ambos tienen un peso molecular de 25 KDa, y son homodimeros de
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SUS FESDECtiVBS cadenas; QUE EStan unidas por puentes disulfuro

(239). SorprendentementeI muchas de las actividades biolOgicas

de ambos factores son idénticas. Estas actividades incluyen la

inducciOn de la formación de colonias, en medio semisolido, de

las celulas NRK-49Fy AKR-ZB,la inhibición del crecimiento de

celulas epiteliales y de la adipogenesis y la inducción del

fenotipo condrogenico (239,243,244,245,24ó). Evidencias re­

cientes indican diferencias entre TGF-Bly TGF-BZen la regula­

ción de la hemopoyesis (247.248). En efecto. TGF-Bl es un

potente inhibidor de la proliferaCiOn de los progenitores hemopo­
yeticos, no habiéndose determinado esta actividad para TGF-B2

(248).

Massague y col. han demostrado la existencia en varias lineas

celulares de receptores con distinta afinidad por TGF-Bly TGF-BZ

(249). De acuerdo a estos hallazgos Massague ha sugerido gue

una de las formas de regular la respuesta de las celulas al TGF-B

podria ser a traves de la presencia de múltiples formas del

factor y de receptores con afinidades diferenciales.

PRECURSÜR

El cDNA correspondiente al TGF-Bl se aislo de una biblioteca

de genes de placenta humana (241). En el genoma humano el fGF-B

se localiza en el brazo largo del cromosoma 19 (4). Los es­

tudios de hibridizaciOn han demostrado que el mRNAdel TGF-B
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tiene aproximadamente 2.5 Kba. La señal transcripcional

comienza B40 pares de bases mas alla del extremo 5- y la

lectura comprende 1173 nuCleOtidos. El precursor codificado posee

390 aminoácidos y el péptido maduro esta codificado en el extremo

C-terminal (241).

El cDNAdel precursor del TGF-Bmurino tambien ha sido aislado

(242) a partir de una biblioteca de cDNA,derivado de mRNAde una

linea de monocitos murina, tratada con esteres de forbol.

La SECUEHCia¿MiÑOBCidica deducida indica que el TGF-Bl

murino, de la misma forma que el humano, se sintetiza como

un DrECUFSOFde 390 aminoácidos correspondiendo los 112 aa del

extremo C-terminal al péptido maduro. Dos areas del precursor

muestran un altísimo grado de homologia con la forma humana. Una

de esas regiones corresponde a1 péptido maduro, mientras que la

otra corresponde al extremo N-terminal del precursor, sugiriendo

una función biológica para esta 20na (242).

El gen que codifica para el TGF-BZno ha sido clonado.

En los estudios de hibridizacidn 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 col.(228) aislaron RNAde tejidos tumorales y de los

tejidos normales que rodean al tumor y observaron un aumento en

los niveles de mRNAde TGF-Ben las celulas malignas. Resultados

similares fueron obtenidos trabajando con lineas de fibroblastos

y con estas mismascelulas transformadas por retrovirus (242).

La activaciOn de lifocitos humanosde sangre periférica, conduce
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tambien al aumento de los niveles de mRNAde TGF-B (241).

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

CIACION CELULAR.

Recientemente. varios hallazgos han evidenciado 1a existencia

de una serie de factores polipetidicos estructuralmente y fun­

cionalmente relacionados con el TGF-B. Estos son, en mamíferos.

las inhibinas y activinas (250), y la sustancia inhibitoria de

Muller (MIS) (251) y en Drosophila los productos correspondientes

al complejo genico decapentaplejico (DPP-C) (252). El analisis

de los cDNAde estos polipeptidos 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). Unade las caracteristicas mas interesantes

es la conservaCiOn de multiples reSiduos Cisteina involucrados en

la formacion de puentes disulfuro intra e intercatenarios.

Varios miembros de esta familia de polipeptidos participarian

aparentemente en procesos de reparaCiOn tisular y en la embrio­

genesis.

Los productos del gen Decapentaplejico de DrOSOphila par­

tiCiDan en eventos críticos del desarrollo embrionario comola

espec1ficaci0n dorsoventral y la morfogenesis de los discos

imaginales (252).

La secuenCia aminoacidica deducida para los productos del gen
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DPP-C muestra un 36% de homologia con la del TGF_91 y

de igual forma que en este factor la forma madura del polipeptido

se supone que es un dimero unido por puentes disulfuro que actua

en forma autocrina o paracrina (252).

La sustancia inhibitoria de Muller (MIS), que se localiza en

testículos de mamíferos, causa la regresión de los ductos de

Muller durante el desarrollo embrionario del tracto reproductivo

de mamíferos. MIS es un homodimero compuesto por dos cadenas de

70-72 KDa unidas 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 polipeptidos el precursor del MISno

es clivado para dar el péptido maduro (253).

Las inhibinas y activinas estan involucradas en la regulacion

de la secreción en la hipófisis de hormonafolículo estimulante

(FSH). Las inhibinas, que se encuentran en ovario y testículo.

son dos proteinas heterodimericas (PM 32KDa) formadas por una

subunidad c1 y dos tipos de subunidad B: BAy BB (250,253).

Ambasproteinas suprimen la secreción de FSHen la hipofiSis.

Las actiVinas. también de origen gonadal, son dimeros c0mpues­

tos de cadenas BA y BB que estimulan la secreciOn de FSH en la

hipofisis (250.253).

No se conoce aun el modo de acción de inhibinas y activinas

aunque su naturaleza antagonista sugiere la posibilidad de que

los dimeros d_-B y B-B compartan un receptor de superficie gue

reconozca a subunidad B. De esta forma selo los dimeros B-B

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 mismotiempo. Otra posibilidad es que activinas e

inhibinas interactúen con distintos receptores de superficie
que actúen en forma antagonica sobre idénticos sustratos celu­

lares (253). El TGF-Bes capaz de ejercer los mismos efectos que

las activinas sobre celulas de hipOfiSis, lo que podria

explicarse considerando que TGF—Bes un homodimero B-B Y DOFesto

podria interactuar con el receptor de las activinas (253). Sin

embargo, un resultado sorprendente es que las activinas e in­

hibinas no tienen afinidad por el receptor del TGF-B(253).

La familia de polipeptidos relacionados con el TGF-B es un

complejo grupo de factores con caracteristicas completamente

diferentes a las de otros grupos. Padgett y col. (252) han

sugerido que dada la homologia existente entre los productos del

DPP-Cen Drosúphila y el TGF-Be inhibinas y activinas en mamífe­

ros al menos dos proteinas relacionadas con el TGF-Bexistían en

el momentode la divergencia entre artrOpodos y vertebrados.

RECEPTORES

Se han detectado receptores de membrana, a los cuales el

TGF-Bse une en forma esPECIfica y saturable, en una gran varie­

dad de celulas de origen epitelial y mesenquimal (239,249).

El estudio de los parametros de union del TGF-Ba su receptor

y de las concentraciones de TGF-Bque producen respuestas biolo­
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gicas ha demostrado que que para una maxima respuesta solo se

requiere una ocupación de 10 a 20%de los receptores (249).

Los receptores del TGF-Bpresentan varias particularidades.

En primer lugar dependiendo del tipo celular o bien no estan

sugetos a "down regulation“ (249,254), o sólo son regulados en

un 50 a 70% por altas concentraciones del ligando (255), por

transformaciOn quimica (256) o en celulas transformadas por

virus, que secretan altas concentraciones de TGF-B(237). Por

otra parte el tratamiento de las celulas con ciertos agentes que

influencian los efectos bíOlOgiCDS del TGF-B, como los esteres

del forbol. el acido retinoico u otros factores de crecimiento,

no afectan la union del TGF-Ba 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-Ba

sus receptores en celulas normales de origen fibroblastico.

epitelial, endotelial o hemopoyetico,en celulas tumorales,

células transformadas por RNAo DNAvirus y celulas transformadas

por carcinOgenos quimicos ha demostrado que todas poseen recep­

tores, variando el número desde óOO/célula hasta 80.000/celu1a

(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, PDGFIGF-I

e insulina.

Sin duda, la amplia distribución del receptor del TGF-B,

su resistencia a la modulación asi como también el alto grado de
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conservación evolutiva del factor sugieren un papel fisiolOgico

peculiar para TGF-B.

ESTRUCTURA DEL RECEPTOR

Utilizando el reactivo de entrecruzamiento disuccinimidil

suberato Massaguey col. (249) aislaron de células tanto epite­

liales como mesenquimales el primer tipo de receptor descripto

para el TGF-B. 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-Bhan sido identificadas

también por el uso de reactivos de entrecruzamiento. Especies de

85 y 65 KDahan sido aisladas en la mayoria de las celulas exami­

nadas (239). Los dominios de union de las especies de 280 y 65

KDason similares, pero el dominio de la especie de 85 KDa

es distinto del anterior (239).

El hallazgo de distintas formas de TGF-Bhizo necesario exa­

minar posibles diferencias en la uniOn de TGF-Bl y TGF-BZa los

receptores.

El analisis de Scatchard de la union del TGF-Bl y TGF-BZa las

celulas NRK-49Fy a la linea A549 de carcinoma humano de pulmón

demuestran que hay menos receptores para TGF-BZen ambas lineas ,

pero que ambos ligandos se unen con la misma afinidad(239). Las

experiencias en que se utilizan los TGFs-Bly 2 frios para com­

petir con los TGF-Bl y 2 marcados con ¿251 en estas dos lineas

celulares. sugieren que las celulas NRKposeen sitios especificos
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para TGF-BZ, que no pueden unir TGF-Bl y las celulas A549 poseen

sitios especificos de unión del TGF-Bi(239).

Los estudios con reactivos de entrecruzamiento de la union de

TGF-Bl y 2 a los receptores de membrana han dado resultados

discrepantes. Cheifetz y col. (239) han descripto que TGF-Bly

2 se unen con igual afinidad a la especie de 280 KDa, pero que

TGF-Bl 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 KDAuna de las cuales tiene la

misma afinidad por TGFB1 y 2 y otra con mayor afinidad por TGF­

92.

EFECTOS BIOLOGICÜS

Dada la caracteristica del TGF-B de actuar como regulador

multifuncional de la proliferaciOn celular sus efectos biológicos
"in vitro" pueden dividirse en I) EstimulaCiOnde la prolifera­

ción II) Inhibición de la proliferación III) Efectos regulatorios
I) Efectos estimulatorios.

En forma general puede considerarse que el TGF-Bestimula

la proliferación de celulas de origen mesenquimal. Sin embargo,

tal como hemos mencionado anteriormente, los efectos del TGF-B

sobre la prOIiferaCiOn celular dependen además del tipo celular

de las condiciones del cultivo y de los otros factores de creci­

miento que actúan en forma conjunta con TGF-B.
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TGF-Bestimula el desarrollo de colonias de los fibroblastos

NRK-49F en medio semiSOlido de agar (194). Actualmente se

conoce que para inducir el fenotipo transformado en esta linea

celular es necesaria 1a presencia de PDGF,EGFe IGF-Il junta­

mente con TGF-B (199). TGF-Bes capaz de promover el desarrollo

de colonias de los fibroblastos de embrion de raton AKR-2Ben

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 ¡GF-II es capaz

de promover el fenotipo neoplasico en celulas Balb/c3T3 (261)

Cuandose realizan las experiencias en monocapa, los efec­

tos del TGF-Bson diferentes. Asi, TGF-Binhibe la estimulacion

de la sintesis de DNAinducida por EGFen celulas NRK-49F(262).

El efecto de este factor sobre las celulas AKR-ZBen monocapa

es particularmente interesante. En los experimentos iniciales,

se observo que i) TGFBno tenia efecto mitogenico sobre celulas

AKR-ZBii) TGF-B inhibia la sintesis de DNA inducida por EGF e

insulina (263). Sin embargo, hallazgos posteriores demostraron

que TGF-B induce en las celulas AKR-ZB la sintesis de DNAa las

24 horas de incubacidn (264)

Esta prolongada fase prereplicativa es única del TGF-B,dado

que otros mitOgenos como PDGF, EGFo FGF estimulan la sintesis de

DNAa las 12-14 horas de incubacion. Esto llevo a postular que

la accion de TGFBsobre AKR-ZBseria indirecta. En efecto Leof y

col. (265) demostraron que la incubaciOn de las células AKR-ZB

con TGF-Binduce en primer término un aumento en la expresion de1
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mRNAcorrespondiente 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 mRNAcorrespondientes a los protooncogenes

c-myc y c-fos, cuya expresión tal como hemos mencionado anterior­

mente, esta regulada por el PDGF. De acuerdo a estos resul­

tados, se ha propuesto que el efecto mitogenico del TGF-Bsobre

AKR-ZBesta mediado por la induccion del c-sis y por la accibn

autocrina de PDGF.

Experiencias realizadas con fibroblastos de Fisher 3T3

transfectados con el c-myc han demostrado que el efecto del TGF-B

SDDFEla DFOIifEFBCiOncelular depende de los otros GFs presentes

(262). TGF-Bpromueve el desarrollo de colonias, en medio semi­

sOlido, de estas celulas actuando en forma sinérgica con PDGF.

En cambio, en estas mismas condiciones de cultivo inhibe 1a

estimulacibn producida por EGF.

En fibroblastos de embriones humanos el efecto de TGF-Bde­

pende del desarrollo de las celulas (201,253). TGFBestimula la

sintesis de DNAen fibroblastos obtenidos de embriones de poca

edad gestacional pero inhibe la proliferacion de fibroblastos de

embriones de mayor edad gestacional.

TGF-B actúa como un potente mitogeno sobre osteoblastos en

cultivo (266). Estas celulas también sintetizan el factor, lo

que sugiere una probable estimulaciOn autocrina de TGF-Ben el

hueso.

Recientemente se ha demostrado que TGF-B tiene actividad
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mitogenica sobre las celulas de Schwanndel sistema nervioso

periférico (201).

II) InhibiCiOn de 1a proliferación

Tal como mencionamos anteriormente. en forma general puede

considerarse que TGF-Bestimula la proliferaciOn de celulas de

origen mesenquimale inhibe a las celulas de origen epitelial o

neuroectodermico. El TGF-Bactúa como un potente inhibidor de la

proliferaciOn de celulas epiteliales normales y de ciertas celu­
las epiteliales tumorales (263,264).

La primera evidencia del efecto inhibitorio sobre la prolife­

FaCiOn celular del TGF-Bse obtuvo con estudios en 1a linea BSC-l

de celulas de riñón 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-B

o un peptido directamente relacionado con este.

El TGF-B inhibe la proliferación de celulas epiteliales de

bronquios (267), higado (268), piel (269) e intestino (246). Se

conoce actualmente que las celulas neoplasicas de piel, bronquios

e higado han perdido la sensibilidad al TGF-B(268,269). En la

linea celular leLu de epitelio pulmonar normal TGF-Bl y TGF-BZ

son equipotentes en la inhibiciOn de la incorporaCion de (3H)ti­

midina (239). En las celulas del epitelio renal el TGF-Binhibe

la estimulaciOn mitogenica de la insulina y la hidrocortisona,

pero no bloquea la sintesis de proteinas inducida por estos
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factoresI con lo cual se produce la estabilizacion del estado

diferenciado e hipertrofia celular (201).
Entre las celulas de origen mesenquimal sobre las cuales el

TGF-B tiene efectos inhibitorios se encuentran los linfocitos B

y T, que ademas de sintetizar TGF-Btienen receptores para el

factor y las celulas del endotelio vascular (270). Se ha suge­

rido que sobre linfocitos el TGF-Bactúa comoun regulador auto­

crino negativo inhibiendo 1a proliferación clonal excesiva y la

Sintesis de inmunoglobulinas. De igual manera, el efecto an­
tiproliferativo del TGF-B sobre el endotelio vascular puede

determinar una regeneraCiOn ordenada de los capilares en los

sitios donde se produce injuria vascular.

Sobre Células neoplasicas, tambien se han descripto efectos

antiproliferativos del TGF-B. Roberts ha descripto que TGF-B

inhibe el desarrollo de colonias en medio semisolido de agar de

lineas celulares tumorales provenientes de carcinomas, sarcomas y

melanomas (262).

Las celulas A549 de un carcinoma humano de pulmOn son extrema­

damente sensibles a la inhibición del TGF-B. Su crecimiento

independiente del anclaje es completamente bloqueado por el

factor y en cultivos en monocapa TGF-B aumenta el tiempo de

duplicaCiOn de las celulas (262). Un hallazgo sumamente inte­

resante es que estas secretan TGF-Ben una forma inactiva. Se ha

sugerido por lo tanto que la incapacidad de activar al TGF-Bde

su estado latente es una de las causas de la proliferaciOn incon­

trolada de estas celulas malignas
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Las Células “CF-7 de Cancer de mama humano, gue responden a

estrógenos, secretan TGF-B biológicamente activo (148). El

tratamiento de estas celulas con concentraciones de antiestróge­

nos que inhiben la proliferaCiOn celular, produce un aumento de B

a 27 veces de la secresión de TGF-Bactivo y a su vez los estró­

genos inhiben la sintesis de TGF-B(148,233,271). De acuerdo a

estos hallazgos se considera que TGF-Bactua como un regulador

autocrino negativo cuya síntesis es controlada hormonalmente.

Knabbe y col. (272) han sugerido que uno de los mecanismos por

los cuales los antiestrógenos controlan la secresion de TGF-Bes

a traves de la activación de la forma latente del TGF-B.

III) Efectos regulatorios

El TGF-B posee una gran cantidad de efectos sobre celulas de

distinto origen, que no estan relacionados con el control de 1a

proliferación.

Frecuentemente, produce profundas alteraciones en la expresión

de fenotipos específicos en células con capacidad de diferen­
ciación. En fibroblastos STS-L1 inhibe la diferenciación adi­

pogenica, inducida por insulina y dexametasona,sin afectar el
perfil de sintesis de DNA(273). Tambien es un potente in­

hibidor de la diferenciación de mioblastos de rata bloqueando la

fusión de los mioblastos para formar miotúbulos y la elevación de

la creatina quinasa (274).
Por otra parte TGF-B induce la diferenciación epidermoide de

las celulas del epitelio bronquial humanocausando i) aumento del

area celular, ii) elevación de la actividad extracelular del
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activador del plasminógeno,iii) inhibición irreversible de la

sintesis del DNAy iv) disminución 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-Bl y TGF-BZ(240). La ac­

tividad biológica descripta para estos factores es la inducción

del fenotipo de condrocitos en cultivos primarios de celulas

mesenquimalesde fetos de rata. Este fenotipo se evidencia

"in vitro" por la produccion de proteoglicanos especificos de

cartílago y de colágeno tipo II.

En ciertas células tanto mesenquimalescomo epiteliales cuya

proliferación y diferenciación regula, el TGF-B Produce una

elevación de la sintesis de fibronectina, de varios tipos de

colágeno (principalmente del tipo I), de proteoglicanos y de

otras proteinas de la matriz extracelular (276,277,278). Tam­

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

Otro efecto biológico del TGF-Bes la inducción de la sin­

tesis. en varios tipos celulares, de inhibidores del activador

dEl Plasminogeno (PAIS) (279). Se ha sugerido que esto tendria

comoobjeto la estabilización de las proteinas de la matriz

extracelular sintetizadas en respuesta al TGF-B.

En celulas de granulosa en ovario y en celulas adrenocorti­

cales, TGF-Bmodula diversas funciones diferenciales. Asi, en

celulas de granulosa TGF-B potencia el efecto de la FSHen la
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EStimUlaCiOnde la secresion de estrógenos (280). En celulas de

la corteza adrenal TGF-Bejerce un efecto antagOnico con ACTHen

la inducción de la sintesis de cortisol (281).

MECANISMOS DE ACCION

El mecanismo de acciOn a nivel molecular del TGF-B no se

conoce. Sin embargo, hay ciertos efectos especificos del factor

que probablemente estan directamente relacionados con su modode

acción. TGF-B modula los receptores de superfiCie para una

serie de factores de crecimiento; en células NRK-49FAssoian

y col. (282) han descripto que TGF-B produce un aumento del

numero de los receptores de baja afinidad del EGF. mientras que

los receptores de alta afinidad sufren una disminuc10n tran­

Sitoria en SU número, seguida por una prolongada elevacion­

Este efecto bifuncional del TGF-Ba nivel bioquímico se correla­

ciona con la acción del factor sobre el crecimiento de las celu­

las. En celulas de granulosa de rata TGF-B tambien 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 y el

receptor de la transferrina (283). En celulas de granulosa el

TGF-B,dependiendo de las concentraciones de este peptido y de

FSH,puede aumentar o disminuir los efectos de FSHsobre los

receptores de la hormona luteinizante (LH) (280).
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Estudios realizados por Like y Massague (284) han demostrado

que TGF-B inhibe la proliferación celular actuando a un nivel

distante de los receptores para factores mitogenicos. Estos

mismos autores observaron que el TGF-Bno produce alteraciones en

los primeros eventos de la transducción de la señal de los mito­

genos.

TGF-B LATENTE

Desde 1984 se conoce que en los medios condicionados de dis­

tintas lineas celulares y de cultivos primarios esta presente
TGF-Ben una forma inactiva. La acidificaciOn de estos medios a

pH 3 produce la activacion del factor (201).

Otras formas de activación son 1a alcalinizacion, los agentes
desnaturalizantes comola urea o ebullicion durante 3 minutos

(201). Este comportamiento sugiere que el TGF-Bliberado de

estas celulas estaba complejado con una proteina transportadora y

Queel complejo no podia reasociarse despues de la desnaturaliza­

cion. Las condiciones no enzimáticas empleadas para la activa­

ción, hacen improbable que el mecanismoinvolucre el clivaje del

precursor del TGF-B.

Distintos estudios utilizando anticuerpos contra el extremo

N-terminal del precursor del TGF-By realizando cromatografias en

geles con SDSen condiciones desnaturalizantes de la forma laten­

te del factor, han sugerido que el TGF-Binactivo es un complejo

entre una molécula del factor maduro, dos moleculas del extremo
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N-terminal del precursor y dos moleculas de un componente de PM

75 KDaque no ha sido identificado (258).

Recientemente, se ha determinado que el TGF-Btambién puede

ser activado por clivaje proteolitico, 1o que podria indicar que

este es un posible medio de activación "in vivo" (285).

Ademas, se ha demostrado que el TGF-B latente no se une a los

receptores de TGF-Bni es reconocido por anticuerpos anti-TGFB

(258,284). De acuerdo a lo mencionado anteriormente acerca de

la escasa regulación del TGF-B a nivel de sus receptores. se

piensa que el mecanismoregulatorio mas importante en el control

de la aCCiOnde este factor es la activación de su forma latente.

De acuerdo a los datos obtenidos tanto en los ensayos en medio

semisolido de agar como en los de union a sus receptores, el TGF­

B en suero tambien se encuentra en forma latente (258).

Se conoce actualmente que la proteina transportadora del factor

en suero es la ¿Zmacroglobulina (258).

EFECTOS IN VIVO DEL TGF-B

En experiencias llevadas a cabo con Camaras de metal implan­

tadas subcutaneamente en ratas. se demostro que TGF-B acelera la

acumulación de DNA,colágeno y proteinas en el interior de la

camara. Alrededor de 1a misma se observo una marcada reacción

fibrótica (286). Recientemente, se ha demostrado que la inyec­

CiOn subcutánea de TGF-Ben ratones recien nacidos causa induc­
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ción de la angiogenesis y activacion de los fibroblastos para la

produccion de colágeno en el sitio de la inyeccion (277).

Ademas, basándose en los hallazgos mencionados anteriormente se

han realizado experiencias que han demostrado que TGF-Bpuede

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

TGF-B Y TRANSFORMACION MALIGNA.

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

función del TGF-Ben el proceso de transformacion neoplásica,

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 los tumores de mama humanos la falta de respuesta de las

células malignas a la regulacion negativa del TGF-B seria la

causa de la proliferación sin control de las mismas. Ademas, han

demostrado que los antiestrogenos inducen la sintesis del TGF-B

mientras que por el contrario, los estrOgenos inhiben la sintesis
del factor.

Harris y col. (287) han obtenido resultados semejantes es­

tudiando la transformacion de las celulas del epitelio bronquial,
demostrandoque la insensibilizacion de las células al control

del TGFB desencadenaria la transformación 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 proliferación de las celulas
normales de retina (287).

OTROS FACTORES DE TRANSFORMACION

Se han identificado factores de transformación con propiedades

diferentes a las de TGF-d y TGF-B. Van Zoelen y col. (288) ha­

llaron en el medio condicionado de la linea de neuroblastoma de

ratón NEURO-ZAuna actividad transformante que estimulaba la

formación de colonias de las celulas NRK-49Fen ausencia de EGFo

TGF-ci exogenos. no era potenciada por el agregado de EGF, no

competia por los receptores del EGF y tenia ademas actividad

mitogenica sobre células 3T3. Moses y col. (203) en el medio

condicionado de celulas transformadas químicamente (AKR-MCAy

C3H/HCA-SB)encontraron una actividad transformante que estimulo

a las celulas AKR-ZBy NRK-49Fa desarrollar colonias en agar en

ausencia de otros factores exógenQS, no compitió por los recep­

tores del EGFy presentó actividad mitogenica sobre AKR-ZB.

Este mismo grupo (204) en embriones de ratón de 17 dias determinó

la presencia de un TGFque indujo transformacion fenotipica de

las celulas NRK-49F, AKR-ZBy NRb (una linea que no posee recep­

tores para EGF), no compitió por los receptores de EGF y actuó
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como mitogeno para AKR-ZB. Halper y Moses (202) han descripto

factores de transformación extraídos 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-13llo que indica una

posible autoestimulacion en estas células malignas. Hirai y

col. (289) aislaron de células de rata transformadas por el virus

del sarcoma de aves un TGFlabil en medio ácido capaz de inducir

la formaCiOn de colonias de celulas Balb/c3T3 y lo denominaron

TGF-a'z.
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ADENÜCARCINÜMA DE MAMA MURINÜ

La primera descripción de tumores en raton fue realizada por

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

Los factores esenciales involucrados en la genesis de los

tumores espontáneos de mama en el raton son la herencia, la

estimulacion hormonal de las glándulas mamarias y una partícula

viral, transmitida por via de la leche materna denominadavirus

de tumor de mama de raton (MMTV)(291).

La relaciOn entre las hormonas y los tumores de mamade

raton fue sugerida en un principio por Lathrop y Loeb en 1916

(292) quienes demostraron que los cambios hormonales de la preñez

COÑÓUCianal desarrollo de neoplasias en ratones. Estos autores

demostraron que hembras con crias eran mas susceptibles que las

Virgenes a desarrollar tumores de mama y que la ovariectomia

reduCiria la incidencia de los mismos.

Con la disponibilidad de esteroides aislados quimicamente,

se demostro en 1933 (293) que los estrógenos inducian cancer de

mamaen 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 hormonasecretada por estos

injertos y la responsable de la tumorigénesis mamaria murina.
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Sin embargo, aunque los estadios del desarrollo de 1a tumo­

rigénesis mamaria en ratón parecen ser marcadamente influidos por

los niveles de prolactina. los tumores mamarios espontáneos se

hacen virtualmente independientes de la prolactina en la mayoria

de las cepas (296). Pareceria que al menos en ciertas cepas

las neoplasias mamarias espontáneas evolucionan en forma gradual

pero consistente de etapas en las que responden al estimulo de la

prolactina a estadios independientes de 1a misma, lo que es mucho

mas comunen esta especie que en la rata. En esta última 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 1a genesis de los tumores espontaneos de

rata depende significativamente de los niveles de prolactina, si

nO Que se observo que en algunos casos el tratamiento con al­

caloides del ergot (supresores de prolactina), a ratas portadOras
del tumor, reducía notablemente el tamaño tumoral (297).

Se suponía 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 espontáneos (297). Sin embargo. es dificil pensar que la

prolactina actue en la ausencia de estrógenos ya que ratas D

ratones ovariectomizados a corta edad desarrollan menos tumores

mamarios y si son ovariectomizados y adrenalectomizaoos raramente

desarrollan estas neoplasias (298). AdemaS.donde se vio que la
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prolactina acentuaba la tumorigenesis mamaria en hembras defi­

cientes de hormonassexuales los trabajos se realizaron a una

edad tal que los animales ya tenian un gran número de displacias

mamarias y por lo tanto , la prolactina podria promover el creci­

miento de celulas 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

hormonasesteroides sexuales.

En ratas y ratones se demostro que los estrógenos estimulan

la sintesis y secreción 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 estimulación del crecimiento mamario que el

benzoato de estradiol y/o la prolactina estimulada por el ben­

zoato de estradiol, a pesar de que aquellos tuvieran un menor

efecto sobre los niveles de prolactina. Por lo tanto. dado que

la prolactina es luteotrofica, el efecto de 1a mismapodria estar

mediado por la progesterona (300). Algunos trabajos sugieren que

el rol luteotrofico de la prolactina seria complementario al de

la PFOQEStEFOÑB(Y DFOQEStagenos sintéticos) y actuaría sólo en

forma permisiva (301). Existen también otras evidencias que in­

dicarian que la progesterona podria desempeñar un papel impor­

tante en el desarrollo de las neoplasias mamarias. Por ejemplq
se ha demostrado que la administracion de progestágenos podria

tanto aumentar como disminuir la incidencia de tumOres mamarios
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inducidos por carcinOgenos quimicos dependiendo del momentoy

duracion del tratamiento con respecto de la administracion del

carcinogeno (302). En ratas Nanni y col. (303). utilizando un

modelo dependiente de tumor de mamainducido por uretano, demos­

traron que concentraciones bajas de progesterona y de R5020

tenian un efecto estimulador del crecimiento in vitro. mientras

que altas concentraciones tenian el efecto inverso, sugiriendo

que los progestagenos podrian tener un efecto dual. En ratones

se han caracterizado los tumores de mamadependientes de 1a

preñez en la cepa GRy se ha demostrado que el crecimiento se

puede mantener si se administran estragenos y progesterona.

Existe ademas un modelo murino. desarrollado por Watson y col.

(304). El tumor original se presento en un raton C57BL/DBA2F1

tratado con uretano que llevaba una hipOfisis implantada en la

cápsula renal. En este modelo, denominado MXT,se demostro que

pequeñas cantidades de progesterona aumentaban la proliferaciOn
de las celulas tumorales.

INDUCCIÜN DE ADENÜCARCINOMAS DE MAMA EN RATONES POR ACETATO DE

MEDROXIPRÜGESTERONA

El acetato de medroxiprogesterona (MPA)es un progestageno

sintetico derivado del pregnano (17 alfa-acetoxiprogesterona).

En general, IDS progestagenos no son solamente especificos

para los receptores de progesterona , si no que son capaces de
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unirse a receptores de andrOQEnos,estrógenos y glucocorticoides,

aunque con menor afinidad que al receptOr de progesterona.

La actividad antiestrogenica de los derivados del pregnano es

bien conocida, en particular para el MPA(305). Por lo tanto, los

derivados del pregnano son muy parecidos a la progesterona en

cuanto a su actividad antiestrogenica, a pesar de lo cual también

se ha reportado que el MPAadministrado en grandes concentracio­

nes podria tener propiedades estrogenicas (300).

E1 MPA puede también actuar como 1a testosterona ya que

ambos por ejemplo, aumentan la sintesis del EGPen ratones hem­

bras y machos castrados. De los progestagenos estudiados el MPA

es el que demostro tener la mayor actividad androgenica (306).

Entre los usos clinicos del MPAse encuentran 1) tratamiento

de la amenorrea secundaria y la metrorragia uterina disfuncional,

2) tratamiento de endometriosis y carcinomas endometriales recu­

rrentes. 3) comoanticonceptivo, 4) tratamiento de dismenorrea,

tensiOn premenstrual, infertilidad luteal, pubertad precoz,

5) aditamento en 1a terapia cíclica con estrógenos. ó) terapia en

carcinomas de mama,endometrio, testículo. ovario y riñon (307,

308).

Durante los ultimos años se han usado dosis altas de MPA

para el tratamiento de tumores de mamay otras neoplasias hor­

monodependientes ya que los resultados obtenidos fueron mejores

que con dosis bajas, obteniéndose mas de un 30-40 Z de respuesta

en pacientes con tumores de mamaavanzados (309). Ademas, se vio

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

Se proponen cuatro posibilidades para explicar la actividad

terapéutica del MPAsobre el tumor de mamaavanzado en mujeres

(311):

l) Efecto anticelular directo:

Se asume por analogía con los carcinomas endometriales, que

el MPAtiene la capacidad de reducir el indice mitotico y/Q
inhibir la sintesis de acidos nucleicos (312). En carcinomas

endometriales se observó que el MPA lesionaba estructuras cromo­

SOmicasproduciendo fragmentaciones y pulverizaciones (313).

2) Interacción con hormonascirculantes:

La aCCiOn antiestrogenica del MPAtiene lugar 1) bloqueando

la secresión de gonadotrofinas, b) bajando las concentraciones de

estradiol intracelular, c) reduciendo la transformación de andró­

genos a estrógenos en el higado.

La acción antiandrogenica se produce de dos maneras: i)

disminuyendo los niveles de testosterona por la reducción de la

LHcirculante (actividad mediada por la hip0f15is) ii) incremen­

tando la metabolización de la testosterona en el higado.

3) lnteracciOn con los receptores de estrógenos y progesterona.

In vitro se observó que a) inhibe mas del BOZ del receptor

del 17-B-estradiol; b) inhibe la sintesis del receptor de proges­

terona. Finalmente se sugirio la interacción aunque con menor
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afinidad de los receptores de andrógenos y corticoides.

4) Bloqueo de la hipOfisis.

Pareceria que la actividad del MPAsobre la hipófisis tiene

lugar a traves de la inhibición de gonadotrofinas. adenocor­

ticotrofina y cortisol , también es probable que tenga un efecto

sobre la secresiOn de prolactina.

Comoconclusion puede postularse un mecanismo dual para la

actividad antitumoral del MPAsobre el tumor mamario:

i) Aditivo: efecto anticelular directo, interacciOn con los

receptores hormonales, interferencia con las hormonascirculan­
tes.

ii) Ablativo: privación indirecta de estrógenos, a traves de

la interferencia con el eje hipotal¿mico-hipofisiario.

En animales , existen muypocos estudios de la carcinoge­

nicidad del MPA.En uno de ellos 33 hembras Marsh fueron tratadas

con dos dosis de 5 mg de MPAy seguidas durante 20 meses. No se

observo incremento en el número de tumores con respecto a los

controles (314). Ademas, Nagasawa y col. (315) comprobaron que

el MPAdisminiye la formaciOn de lesiones hiperplásicas lobuli­

llares en ratones de la cepa SHN; la exposiciOn a la hormona fue

de menos de 2 meses.

El hallazgo que el MPAinduce adenocarcinomas de mamaen

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 tener un efecto anti-inflamatorio y sobre

tOdOanti-fibrotico se dec1dio investigar Si el MPApodria in­

hibir el desarrollo de fibrosarcomas inducidos por la implan­

tación subcutanea de un cilindro de vidrio. Se observo efectiva­

mente que en los ratones tratados con MPA, ya sea en el flanco

contralateral al cuerpo extraño o in situ , se desarrollaban

menos fibrosarcomas que en los controles sin tratar , pero ines­

peradamente se observo que en las pocas hembras inoculadas con

MPAaparecieron adenocarCinomas de mama (316).



OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo fueron:

1)

2)

3)

4)

5)

o)

7)

8)

El aislamiento de factores de transformaciOn de neoplasias

malignas humanas de distinto origen embrionario y tipo

histológico.

La purificaciOn de los TGFsaislados.

La caracterización biológica de los TGFs

El aislamiento de TGFsde tumores inducidos pOr acetato de

medroxiprogesterona en hembras virgenes de la cepa Balb/c.

La purificación de los TGFsaislados.

La caracterizaciOn biológica de los TGFs

El estudio de la Sintesis de EGFe IGF-I en las celulas de

los distintos tipos de tumores experimentales.

La determinaCiOn de la influencia del acetato de medroxipro­

gesterona en la sintesis de EGFe IGF-I.
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10)

11)

El estudio de la presencia de receptores para EGFe IGF-I en

estos tumores.

La CBFaCtEFiZBCiOnestructural de los receptores para EGFe

IGF-I presentes en las celulas de los tumores experimen­
tales.

El estudio de la relacion entre la presencia de receptores

para estrógenos y progesterona y receptores para EGFe IGF-I

en los tumores inducidos por medroxiprogesterona.
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MATERIALES Y METODOS
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METODOS GENERALES

1) TUMÜRES HUMANOS

Las neoplasias malignas humanasse obtuvieron por cirugia.

Las piezas quirúrgicas se transportaron en hielo seco y se man­

tuvieron a -70 oC hasta el momentode su utilizacion_

2) TUMORES EXPERIMENTALES

A) Inducción de adenocarcinomas de mama por MPA

Se utilizaron ratones hembras de la cepa BALB/cde dos meses

de edad obtenidos del bioterio de la Sección 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 año, 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 aPaFiCiOn 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

lizo el siguiente metodo (316): Se dividió el tiempo que duro la

experiencia en intervalos iguales de 10 semanas cada uno.

Dentro de cada intervalo se calculo el número de animales expues­

tos a riesgo (n-) mediante la fOrmula:

n-=n-O.5(z+w)

donde n es el numero de animales vivos al principio del inter­

valo, Z el número de animales que mueren durante el intervalo y w

el numero de animales que se retiran del experimento por algun

motivo especial. La incidencia de tumores en cada intervalo es

la relación entre los animales portadores de tumor y el n-. Como

es una incidencia acumulativa a cada porcentaje se le suma el

porcentaje obtenido en el intervalo anterior

B) Estudios morf01091cos e 1nmun0histoquímicos

En todos los casos muestras de los tumores de mamay de

otros Organos fueron fijadas en etanol 95%e incluidas en para­

fina .Los cortes obtenidos fueron coloreados con hematoxilina­

EOSina Y PASPara fines diagnosticos. En algunos de los cortes
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histológicos de los tumores de mamase investigó la DFESEDCiade

citoqueratina. vimentina y desmina mediante la tecnica ABCde Hsu

y col. (317). Los antisueros monoclonales (vimentina) y poli­

clonales (citoqueratina y 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 los adenocarcinomas de mama

inducidos por MPA

Cinco tumores de mama inducidos por MPAque habian sido

transplantados en ratones hembras BALB/c y que habian crecido

despues 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 dps lineas fueron los estudiados

en este trabajo. Los tumores fueron transplantados en cada caso

en 4 ratones hembras tratados con 40 mg de MPAdepot y en 4

hembrassin tratar. A partir de estos pasajes se hicieron otros y
asi sucesivamente.

Se controlaron los tumores cada 3 dias y se los midio 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 UtlliZO el metodo de Bradford (318). Se disolvieron 25 mg

de CODmassie Brilliant Blue en 12.5 ml de etanol 95 Z y se aña­

dieron 25 ml de ac1do fosforico 85 Z (p/v). Se diluyo la solu­

cion resultante a un volumen final de 250 m1. Las concentraciones

en el reactivo fueron: Coomassie Brilliant Blue 0.01%, etanol 4.7

Z y aCido fosforico 8.5 Z (p/v). Se uso como patron una solu­

CiOn de albúmina serica b0vina de 0.5 mg/ml calibrada espectrofo­

tometricamente considerando 9:90 11:6.6. Se efectuaron las

lecturas a 595 nm y a temperatura ambiente.

En otra experiencias se utilizo el metodo de Lowry (319)

4) EXTRACCION ACIDO-ALCOHOLICA DE FACTORES DE CRECIMIENTO Y

TRANSFORMACIQfl

Se utilizo la tecnica de Roberts (192.194). Los tejidos se

homogeneizaron con 4 ml/g de una soluCion compuesta por 375 ml de

etanol 95%v/v, 7.5 ml de acido clorhídrico (c). 33 mg de fenil­

metilsulfonil fluoruro y 1.9 mgde pepstatin A. Posteriormente

se adiC1onOagua destilada (4-6 ml/g de tejido). Se disgrego el

tejido y se agito la mezcla suavemente durante una noche a 4 0C.

Se centrifugo a 20.000 g durante 30 minutos y el precipitado

resultante se extrajo durante 4 horas a 4 0C con una soluciOn de

375 m1 de etanol 95 Z, 105 ml de agua destilada y 7.5 ml de acido

clorhídrico (c).
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Se unieron ambos sobrenadantes y se ajustó el pH a 5.2 con

hidFDxido de amonio concentrado. Se agregó 1 ml de "buffer"

acetato de amonio 2M, pH 5.3 cada 85 m1 de extracto. Se agrega­

ron 2 volúmenes de etanol anhidro y 4 volúmenes de eter frio

libre de perOxidos.

Se mantuvo una noche a -20 oC. El precipitado resultante

se centrifugo o se recogio por filtración y se redisolvio luego

en acido acético 1 M (3-4 ml/g de tejido). El extracto obtenido
se dializo durante una noche a 4 0C con acido acético 0.17 My se

liofilizó.

5) TRATAMIENTOS FISICO-QUIMICOS DE LOS EXTRACTOS CRUDÜS

Se utilizaron alicuotas de 1 mgde proteina de los extractos

crudos las que se disolvieron en 1 m1 de Dulbecco PBS, pH 7.2.

Una de las alicuotas se calentó a 56 oC durante 30 minutos

Otra fue tratada con ditiotreitol ( 0.065 Mditiotreitol, 0.1 M

NHaHC03en PBS, pH 7.2) durante 1 hora a temperatura ambiente.

Para determinar los efectos de la tripsina una alicuota se

incubó con 50 ug/ml de esta sustancia (Tripsina Cristalina tipo

3,WDrthington Biochemicals) por 2 horas a 37 0C. 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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DC. Después de cada uno de estos tratamientos se llevo cada

alícuota a un volúmen de 4 ml con PBS se dializo contra acido

acético 1 Z y se liofilizo.

6) CULTIVOS CELULARES

Se utilizo la linea celular NRK-49Fde fibroblastos normales

de riñón de rata (American Type Culture Collection N° 1570)

Las celulas se mantuvieron en medio Mc Coy-s 5A con el

agregado de 10 Z 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 celulas se mantuvieron a 37 OCen una atmos­

fera humidificada de 5 Z de C02 y 95 Z de aire.

7) ENSAYOS DE ACTIVIDAD TRANSFORMANTE EN MEDIO SEMISOLIDO DE

AGAR

Los ensayos se realizaron utilizando como indicadora la

linea celular NRK-49F. Se utilizaron cajas de Petri de 35 mm

(Falcon N03001) preparando una capa inferior de i ml de agar al

0.5 Z (Bacto Agar, Difco) en medio Mc Coy-s 5A con 10 Z de SFB.

Despues de la SOlidifiCaCiOn de esta capa se coloca una capa

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

94



con 10 Z de SFB y 5X10Bcelulas NRK-49Fy las cantidades apropia­

das de los factores de crecimiento y transformacion a ensayar.

En los ensayos donde se probo potenciación de la actividad

transformante por el EGF se colocaron en la capa superior las

concentraciones de EGFindicadas en cada caso. De la misma

forma, para estudiar el bloqueo de la actividad biDIOgica por

anticuerpos especificos .estos fueron agregados en la capa supe­
rior junto con el TGFen estudio.

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

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

Se describe aqui el ensayo en las condiciones Optimas de

trabajo determinadas en la Sección DESARROLLODE METODOSEX­

PERIMENTALES PARA LA CARACTERIZACION DE TGFs (2 A).

Se sembraron 200 ul de una suspension de 10° celulas NRK­

49F/ml en medio Mc Coy's 5A con 10% de SFB en cada hoyo de una

microplaca de cultivo de 6.4 mmde diametro/hoyo. Despues de 24

horas de incubaciOn a 37'C en una atmosfera humidificada de 51

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 las cuales se agrego e] TGFa e5­

tudiar disuelto en 50 ul de Mc Coy-s 5A con 0.5% de SFB . Cuando

SE estudio el efecto de los TGFssobre la sintesis de DNAin­

ducida por EGFe insulina en las celulas NRK. se agregaron 5
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ug/ml de insulina y 10 ng/ml de EGF, junto con los TGFs. Después

de 8 horas se agregaron 20 ul de (3H)timidina (1 uCi/ml, 2o

Ci/mmol, NewEngland Nuclear) durante 16 horas. Luego las celulas

se tripsinizaron y se
zando un cosechador

viales con liquido de

en un contador de

ensayos se realizaron

9) CROMATÜGRAFIA DE

recogieron en papeles Whatman GF/Autili­

de células. Los papeles se colocaron en

centelleo y se determinó la radioactividad

centelleo liquido Packard 3002. Todos los

por cuadruplicado.

EXCLUSION MOLECULAR

Se utilizaron columnas de Bio-Gel P-óO equilibradas con

acido acético 1 M.

En el caso de la purificación de los TGFsde los tumores

humanos;105 extractos acido-alcohólicos liofilizados se disol­

Vieron en 5 m1 de acido acetico 1 My se centrifigaron a 10,000 g

durante 30 min. Los sobrenadantes se sembraron en una columna de

2.6 X 60 cm y fueron

temperatura ambiente.

determino la absorbancia a 280 nm de cada una.

eluidos a una velocidad de 20 ml/hora a

Se juntaron fracciones de 4.3 ml y se

Se liofilizaron
alicuotas de las fracciones para determinar transformacion en

medio semisolido de agar, potenciación de la actividad transfor­

mante por EGF, competición por los receptores del EGF, actividad

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

Sintesis de DNAinducida por EGFe insulina en estas celulas.
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La purificación de los extractos crudos de los tumores

experimentales ee r‘e‘ïiliZOen 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) CROMATÜGRAFIA LIGUIDA DE ALTA PRESION (HPLC)

Los TGFs aislados de los tumores experimentales y el TGF-B

aislado de plaquetas humanasfueron purificados por cromatografía

liquida de alta presion.
En el caso del TGF-Bde plaquetas humanas las fracciones bó­

76 de la columna de Bio-Gel P-óO fueron unidas y liofilizadas.

Se sembro 1/4 parte de este “pool” de proteinas (2 mg) en una

columna de interacción hidrofobica TSKPhenyl 5 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

eluyo utilizando un gradiente lineal entre 1.5 My 0.02 Mde

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 y 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 met0d°1°91a. las fracciones que presentaron actividad trans­
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formante en el paso anterior de purificacion en columnas de Bio­

Gel P-óO.

Cinco mgde proteina del "pool" de fracciones correspondien­

tes a cada uno de los TGFsaislados 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 TGFB de plaquetas. Se trabajo además en idénticas

condiciones que las descriptas para el TGFB.

11) TRATAMIENTO DE LOS TEJIDOS PARA LOS ESTUDIOS DE RECEPTORES

HORMONALES

Todos los procedimientos se realizaron a 0-4 0C. Las mues­

tras congeladas fueron pesadas, trituradas y llevadas a un volu­

men de 1:4 con un "Buffer" 20 mMTris ClH, pH 7.4 conteniendo

1.5 mMEDTA, 0.25 mMDTT, 20 mMmolibdato de sodio y 10% v/v de

glicerol- Se homOQEÑEiZOcon un homogeneizador Ultraturrax (IKA

Instruments) durante 15 segundos con intervalos de enfriamiento

de 1 minuto en hielo. El homogenato se centrifugo a Boo g

durante 15 minutos y el sobrenadante resultante se centrifugo

luego a 12,000 g 30 minutos . Finalmente este último sobrenadante

se centrífugo a 105,000 g en una ultracentrifuga Beckman(L2­

659). La fraccion sobrenadante se utilizo 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 EGFde membranas plasmaticas de

placentas humanas a termino.

El tejido libre del corion, amnios, cordón y grandes vasos

fue homogeneizado 1/10 (p/v) en "buffer" Tris 25 mM, pH 7.4,

conteniendo sacarosa 0.25 M, benzamidina 10 mMy fenilmetilsul­

fonilfluoruro 1 mM. Se utilizo un homogeneizador Ultraturrax

(IKAInstruments). Se realizo una primera centrifugacion de este

homogenato a 600 g durante 10 minutos y el sobrenadante se cen­

trifugo nuevamente a 10.000 g 30 minutos. Este último sobrena­

dante se llevo a una concentracion de 0.1 M ClNa y 20 mMSOAMQy

se centrifugo a 48,000 g por 40 min en una ultracentrifuga Beck­

man (L2 658). El precipitado resultante se resuspendio en PBS

Dulbecco pH 7.4 (5-10 mg proteina/m1) y se utilizo como fuente de

receptores para EGF.

B) Tratamiento de los tejidos tumorales para la obtenciOn de

receptores para IGF-I y EGF

I) Obtención 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 ObtenCiOnde receptores de hormona luteinizante

En este procedimiento el tratamiento de los tejidos con un

"buffer" de pH 3 permite la disociación del factor de crecimiento

endógeno de los 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 relación 1/4

(p/v) (Ultraturrax) con 3 pulsos de 30 segundos, utilizando 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 mMy TLCK (Ng-p-Tosil-L-lisina clorometil cetona) 0.025

m". Este homogenato SE filtro por membranade Nitex y se centri­

fugo a 13,000 g durante 30 min. El pellet resultante se resus­

pendio en el volumen original de "buffer" Tris 10 mMpH 7.4

conteniendo sacarosa 0.25 M, EDTA 1 mM, PMSF 0.5mM, ZPCK 0.025M,

TPCK0.025 mmy TLCK0.025 mMy se centrifugo a Boo g durante 10

minutos. Este pellet se resuspendio en el volúmenoriginal del

"buffer" anterior y se centrifugo a 800 g 1o minutos. Los

sobrenadantes resultantes de las dos últimas centrifugaciones

se unieron y 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

fugación 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 /m1.

ii) para los ensayos radioligando-receptor y otras ex­
periencias de caracterización de receptores el sobrenadante se

llevo a una concentracion de 0.1 M ClNa y 20 mMde 504Mg y se

centrífugo a 100.000 g durante 1 hora. El precipitado resul­

tante se resuspendio en PBS Dulbecco en una concentración de

proteina de 10 mg/ml.

II) Obtención de preparados de membrana libres de proteina

transportadora de IGF-I.

Los tejidos tumorales se homogeneizaron en relación 1/4

(D/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 membranade Nitex y se centrifugo a 105.000 g por 30

minutos. El precipitado se resuspendio en el volumen original en

"buffer" sacarosa 0.25 M, Tris 10 mM.pH 7.4 con inhibidores de

proteOlisis y se centrifugo a 5000 g durante 10 minutos. El

precipitado resultante se resuspendio en el “buffer” sacarosa

0.25 M. Tris 10 mM y se centrifuqo en las condiciones ante­

riores. Los sobrenadantes de las dos últimas centr1fugac1ones se

diluyeron 1/2 c0n "buffer" Tris 25 mM, ClMg2 10 mM pH 7.4 y se

centrifugaron a 105,000 g durante 1 hora. A este preparado se lo
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denominó fracción microsomal. Esta fracción microsomal se resus­

pendio en "buffer" Tris 25 mM, ClMg: 10 mMy se incubo durante 1

noche a 4 0C con agitación. Luego se centrifugo a 105,000 g

durante 45 minutos utilizándose esta fracción microsomal lavada

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

terizaciOn del receptor de IGF-I.

En todos los casos para establecer la concentración de proteina

en los preparados de membrana,se solubilizaron alicuotas de las

suspenciones de membrana en NaÜH0.5 M a 90 0C durante 30 minutos

y luego se determino 1a concentración proteica de acuerdo al

método de Lowry (319).

13) ESTUDIOS DE RECEPTORES PARA HORMONAS ESTEROIDEAS

Reactivos: (2,4,ó,7,-3H) Estradiol (85 Ci/mmol) y (17 —

methyl-3H)R5020 (B7 Ci/mmol) y R5020 no radioactivo fueron ob­

tenidos de NewEngland 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-VL53). Ultragel ACA-54 se obtuvo de LKB, Bromma.



A) Medicion de receptores para estrÓQEnos y progesterona

Este método 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 unión inespecifica del estradiol y el R5020 a la

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 y cortisol respectiva­

mente. Para analizar los datos se utilizaron graficos de Scat­

chard (323). En algunos casos, dado el pequeño tamaño de la

muestra tumoral el ensayo fue realizado con una concentracion

única de saturación. Tanto para estrógenos como para R5020

los resultados se expresaron en fmoles/mg de proteina.

14) ESTUDIOS DE RECEPTORES PARA EGF E IGF-I

A) Marcacion y purificación del EGF.

mEGF (Collaborative Research, receptor grade) fue

marcado mediante la adiciOn consecutiva de alicuotas de 5 ul de
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una solución diluida (0.0062) de cloramina T a 10 ul de "buffer"

fosfato pH 7.4 conteniendo 1 mCi de Na1=°l (Carrier Free, New

England) y 5 ug de EGF. La iodinaciOn se detuvo cuando la ac­

tividad especifica estimada por precipitación con TCAfue de

aproximadamente 150 uCi/ug. La mezcla de reacciOn se transfirio

a una columna de Sephadex G—25de 0.9X10 cm, equilibrada previa­

mente con PBS conteniendo 0.2% de albúmina serica bovina. La

actividad especifica final fue determinada por estudios de auto­

desplazamiento (320) y la MáximaCapacidad de Union utilizando la

preparacion de membranasde placentas humanas a termino descripta

en 12) A.

B) Marcacion y purificación de IGF-I

IGF-I (BachemInc.) fue marcado y purificado utilizando

el mismo procefidento que el descripto para el EGF. La actividad

especifica final fue determinada por análisis de autodesplaza­

miento y la Máxima Capacidad de Union utilizando los preparados

de membranas de los tumores experimentales inducidos con MPA.

C) Ensayos de radioligando-receptor para EGFe IGF-I

I) Estudios de competencia de los TGFs aislados de los

tumores humanosy experimentales por los receptores del

EGFaislados de membranas de placentas humanas.
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5915 U9 de DFOtEina de los preparados de membranas de pla­

centas humanas se incubaron a temperatura ambiente con 0.04

pmoles de *=°I-mEGF y cantidades crecientes de mEGFo de cada uno

de los TGFsaislados y purificados de los tumores, en un volumen

final de 0.2 m1 de "buffer" PBS Dulbecco con 2 Z de albúmina

serica bovina. El tiempo de incubación fue de 2 horas al cabo de

las cuales la hormonaunida fue separada por filtracion en fi]­

tros HAWP(Millipore). La radioactividad retenida fue contada en

un ESPECtFDmetroX.La union inespecifica fue aquella que ocurrio

en presencia de un exceso de 500 ng de EGF.

II) Estudios de uniOn de EGFa sus receptores en los

tumores experimentales.

Los estudios de uniOn del EGFa sus receptores de membrana.

en los distintos tumores, se llevaron a cabo en buffer PBSDulbe­

cco , pH 7.4 conteniendo 2 Z de albúmina serica bovina.E1 volúmen

final de incubación fue de 250 ul. Se incubaron 100 ug de prote­

ina de los preparados de membrana con J-='='I-mEGF' (27-1500 pM) 2

horas a temperatura ambiente, o en otras experiencias una noche a

4 °C. La hormonaunida fue separada por filtración en filtros

HAWPy la radioactividad retenida contada en un espectrometrox,

Se considero union inespecifica la que ocurrio en presencia de un

exceso de 500 ng de EGF.

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado y los
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datos de la uniOn del EGFa su receptor fueron analizados utili­

zando el metodo de Scatchard (323).

Otras experiencias fueron realizadas en condiciones de saturaciOn
utilizando 2 nM1¡"I-EGP.

III) Estudios de unión del IGF-I 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 ¿2°IIGF-I (33-1000 pM) en un volumen fina] de 250 U1 de

buffer Tris 25 mM, ClMg 10 mM, pH 7.4. Nuevamente la uniOn

inespeclfica fue determinada en presencia de un exceso de 500 ng

de IGF-I. La hormonaunida fue separada por filtracion en filtros

HANP.Los ensayos se realizaron por triplicado y los datos se

analizaron según el método de Scatchard (323).

Otras experiencias fueron realizadas en condiciones de saturaciOn
utilizando 1.58 nM*=°I-IGF.

15) ESTABILIZACIÜN COVALENTE DE LOS COMPLEJOS HORMÜNARECEPTOR.

ESTUDIOS CON REACTIVOS DE ENTRECRUZAMIENTÜ.

Para la CaracterizaCiOn de los receptores de EGFe IGFí en

los tejidos tumorales se utilizaron los preparados de membrana

obtenidos según las tecnicas descriptas en 12.8.1. y II.

Se incubaron alicuotas de 200 a 1000 ug de proteina de mem­
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brana con 1.50 nM L==‘lE(3Fo 1.12 anzalGF-I en presencia y au­

sencia de 500 ng de EGF o de IGF-I, en buffer PBS Dulbecco pH

7.4, conteniendo 2 Z de albúmina serica bovina para el EGFy en

“buffer” Tris 25 mM, ClMg 10 mM, pH 7.4 para el lGF-l. Se incubo

durante una noche a 4 0C. Luego, se diluyeron las muestras con

PBS Dulbecco y se centrifugaron a 12,000 g durante 2 minutos.

El precipitado resultante se resuspendio en 1000 ul del mismo

buffer, y se centrifugo en las CDndicionesanteriores para lograr

una completa eliminación de los GFs marcados no unidos . El

precipitado resultante se resuspendio en 195 ul de PBSDulbecco y

se agregaron 5 ul de disuccinimidil suberato (DSS) (Pierce) en

dimetilsulfdxido. siendo la concentracion del DSSen 1a mezcla de

reaccion de 0.2 mM. Se incubo durante 15 min a O 0C al cabo de

los cuales se detuvo la reacción por dilución con buffer Tris 1M,

EDTA1 mM, pH 7.4. Se dejo la mezcla de reaCCion durante 5 minu­

tos con este buffer y luego se centrífugo a 12.000 g por 2 minu­
tos.

COnel precipitado resultante se realizo la electroforesis.

lb) ELECTROFORESIS Y AUTORADIOGRAFLQ

Las muestras tratadas comose describio en 15) se disol­

Vieron en 50 ul de buffer Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 6.8 con 5 Z

de B-mercaptoetanol y 2 Z de dodecilsulfato de sodio (SDS) y se

calentaron a 100 OCdurante 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 Z).

Se realizo la electroforesis de las muestras en geles de

poliacrilamida al 7.5% con SDS (SOS-PAGE) utilizando el sistema

discontinuo de Laemmli (325). Despues de 1a electroforesis, los

geles se fijaron y se tiñerOn las proteinas CDnCoomassie Blue

R250 (Bio-Rad) al 0.1 Z en metanol 40 Z y acido acético 10 x,

Luegose destiñieron se secaron los geles y se realizo la autora­

diografia a - 70 WCdurante los t1Emoos indicados en cada ex­

periencia utilizando peliculas KodaxXQR-Sy pantallas amplifica­

doras DUDOnt.

Los marcadores de PM fueron mios1na (cadena H) PM200.000;

fosforilasa B PM 97,400; albúmina serica bovina PM68.000:

quimotripsinOgeno PM25.7000: B-lactoglobulina PM18.400;

lisozima PM14.300 (Bethesda Research Laboratories).

17) RADIÜINMUNOANALISIS DE Egg

El volúmen de incubación de 0.5 ml se compuso de 200 ul de

EGPstandard o de las muestras a analizar. 100 ul de anti-mEGF de

conejo apropiadamente diluido (1:100.ooo dilucion final ). 100 ul

de suero normal de conejo al 3 Z y 20.000 dpm de 1=='I-mEGF en 100

ul de “buffer” PBS. Las muestras se incubaron a 4 0C durante 2

dias y luego se agrego el segundo anticuerpo (anti conejo lgG)

y se incubo durante otras 12 horas.



Se centrifugo. se descartaron los sobrenadantes y se con­

taron los precipitados en un espectrometr045, Los standards se

ensayaron por triplicado en dos diluciones. El limite de detec­

cion de este ensayo fue de 32 pg.

18) RADIOINMUNOANALISIS DE IGF-I

El volumen de incubación de 0.4 ml consistió en 200 ul de

IGF-I standard o las muestras a analizar. 100 ul de anti IGF-I de

conejo apropiadamente diluido (125000, dilución final) suero

normal de conejo al 3 Z y 20,000 dpm de l1‘°IIGF-I en 100 ul de

"buffer" PBS. Las muestras se incubaron a 4 0C por dos dias y

luego del agregado de 100 ul de suero normal de conejo al 3% ,se

agrego el segundo anticuerpo (anti-conejo IgG) y se incubaron los

tubos durante 12 horas. Despues de centrifugar se descartaron los

sobrenadantes y los precipitados se contaron en un espectrOmetroÏ

Los standards se ensayaron por triplicado en dos diluciones.

El limite de detección de este ensayo fue de 19.5 pg.



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-óO, de cada uno de los tUMOFESJCDn

20,000 dpm de 12'H-IGF-I durante 16 horas a 4 oC. Luego, se

separo la hormona libre de la unida mediante en agregado de 0.5

ml de Norit A al 2.5 Z con 2 Z de HSA.
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DESARROLLO DE METODOS EXPERIMENTALES PARA LA CARACTERIZACION

BIOLOGICA DE TGFS

Para reallzar la caracter1zac1on de los TGFSaisïados de las

neoplasias mallonas fue necesar1o en perer lugar desarrollar 1a

metodología especiflca para la caracterizaCIOn blOlOgica de los

factOres de transformac1ón.

De aCJEFdD a lo mentionado en la 1ntroducc10n, ios TGFELyTGF­

B difleren tanto en su estructura química cemo En sus prooledades

biologlcas y reconocen ademas sus propios receptores de membrana

Por lo tanto. para clasxflcar a los TGFsdebe determinarse i)

su efecto sobre cultlvos de celulas NRK-49Fen monocapa ii) sus

acalones sinerglcas o antagonicas sobre la estimulacion de la

sintes15 de DNA anducida en estas celulas oor otros GFs como

insullna y EGP 11:) la competenc1a por los receptores de EGP.

Se ensayaroo en primer iudar las condxcioñes de maxlma es­

tlmulac1on mltogenlca de las celulas NPK-49F

A) Act1v1dad mJtoqenica de_EQEw_einsulyga sobre cgiolgs_NRfl;

99?,finéaïgí_gg L g ¿pgrac10n de (ZHJtimidlna­

I' Efecto de distintas uchcentra51ones de ECFe :osulana.l



En la Fig.1 se observa el efecto de distintas concentra­

ciones de EGFe insulina, ensayadas separadamente o en combina­

ción, sobre la estimulacion de la sintesis de DNAen celulas NRK­

49F quiescentes. En las condiciones del ensayo, se observo que

la insulina en concentraCiones de 0.5 ug/ml, 1 ug/ml, y 5 ug/ml

no es mitogenica, en cambio el EGFa partir de concentraciones de

4 ng/ml (0.60 nM) ejerce efecto estimulante alcanzandose el

maximo de actividad con e] agregado de 10 ng/ml (1.50 nM). La

mayor estimulaCiOn de la sinteSis de DNAse observa utilizando 5

ug/ml de insulina con 10 ng/ml de EGF. El suero fetal b0vino al

10%presenta maximoefecto mitogenico.

Il) Efecto de variaciOnes en las concentraciones celulares.

Se sembraron en medio Mc Coy's 5A c0n 10 Z de SFB 200 ul de

dos suspenSiones celulares, una de 5x10“ celulas/ml y otra de 10°

celulas/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 EGFy EGF+insulina que producen estimula­

ciOn mitogenica. En la Fig 2 se observa due se obtiene una mayOr

incorporaCion de (7H)timidina con la suspensiOn de 10’ celu­

las/ml.

lll) Efecto del tiempo de incubaciOn 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 5X10“celulas/ml (Fig 4). Se arresto su

crecimiento en medio con 0.51 de SFB, estimulandolas luego con

los mitógenos EGFy EGF+insulina y agregando 1 uCi de (3H)timidi­

na durante 2, ió 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 celulas con las

concentraciones de EGFe insulina de maximaactividad mitogenica

y con SFB al iOZ se observa un pequeño aumento de la incorpora­

ciOn con 24 horas de incubación respecto de 16 horas, sin embargo

con las otras concentraciones de los mitogenos la incorporacion

es SEmejante para ió y 24 horas.

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

celulas en medio con SFB al 0.5%.

En otras experiencias se modifico el tiempo de arresto en

McCoy-s 5a con 0.5% de SFB de las suspensiones de 10° celulas/

m1 (Fig 5) y 5X10‘ celulas/ml (Fig ó). Para ambas concentracio­

nes celulares se observo que con 48 horas de arresto la incor­

poración de (3H)timidina de los controles era muyelevada. siendo

en la suspensiOn de 5X10‘ celulas/ml igual a la obtenida con EGF

0.90 nM.
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V) Efecto de la modificaciún del tiempo de incubación de las

celulas con los mitogenos.

En la Fig 7 se muestran los resultados obtenidos sembrando

200 ul de una suspensión de 10° células NRK-49F/m1.arrestandolas

durante 72 horas e incubando durante 24 y 4B horas con EGFy

EGF+insulina. La (3H)timidina se agrego durante las 16 o 24

horas finales del cultivo. Para todas las concentraciones de

los mitOgenos. se observa que cuando las celulas se exponen a 1

uCi de (’H)timidina durante 16 horas, la incorporaciOn es mayor

en la incubación de 24 horas con los mitógenos. Por el con­

trario, incubando las celulas los mismos tiempos con los mitOge­

nos pero agregando ‘3H)timidina durante las Últimas 24 horas del

Cultivo. 18 inCÜrDOFaClOnes mayor con 4B horas de incubación.

En la Fig B se muestra que trabajando en las mismas con­

diciOnes con una suspensiOn de 5X10‘ celulas/ml se obtuv1eron

resultados semejantes.

De acuerdo a estos resultados se establecio que las con­

diciones Optimas del ensayo se encontraban i) trabajando con una

suspension de 10a celulas/ml. ii) incubando durante 24 horas con

SFBal 10%, iii) arrestando el crecimiento celular por 72 horas

en medio con SFB al 0.5%, iv) realizando luego el agregado de

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

durante 16 horas.



FIGURA 1

¿or

"’2 W

E 7a
3
c: 3"
.3
— H­

«E

8 2­
c

¿9
Uab
a 1­b
o
U
E

c ¡:1 rm
EGF(nM) - - - - 01503050915 01503050915 - - ­

lnsulindpgánl) - 0.5 1 5 - - - - - 5 5 5 5 5 - ‘ ‘
sravm- ——— — - — — - — - — —— 2 51o

Estimulacion de la sintesis de DNAen celulas NRK-49F.Se sembra­
ron 2X10“ celulas NRK-49Fen cada hoyo de una microplaca de 1.6
mmde diametro/hoyo y se incubaron durante 24 horas en Mc Coy's
5A con lOZ de SPE. Luego se arresto el crecimiento durante 72
horas en este medio con 0.5% de SFB. al cabo de las cuales se
agregaron 105 mitogenos. A las 16 horas se agrego 1 uCi de (BH)
timidina y se continuo la incubación por 8 horas. Las celulas se
cosecharon de acuerdo a lo descripto en "Materiales y Métodos".
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FIGURA 2
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Las condiciones de cultivo fueron las mismas que las dESCFiDtaS
en 1a Figura 1 y se estudio el efecto de trabajar con distintas
concentrac1ones celulares. En cada hoyo de 1a placa de cultivo se
sembraron 200 ul de una suspen510n de 105 celulas/m1
negras) o de 5X104células/ml (barras rayadas).
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Incorporaciónde[JH]Timidina(dpml-IO
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Estimulación mitogenica de las células NRK-49Fvariando el tiempo
de incubacion con (3H)timidina.En cada hoyo de la microplaca de
cultivo se sembraron 200 ul de una suspension de 10° celulas NRK­
49F/ ml. se arrestaron durante 72 horas y luego se agregaron los
mitOgenos. El tiempo de incubación con (3H)timidina fue de 2
horas (barras blancas), 16 horas (barras negras) y 24 horas
(barras rayadas).
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FIGURA 4

Incorporaciónde[JH]Timidina(dpm)-10'J

o H-J
EGF(nM) - 09 L5 09 15 ­

Insulina (pg/ml) — - — 5 5 ­
SFB(%) - - - - - 10

Las condiciones experimentales fueron las descriptas en Fig 3,
sembrandose 200 ul de una suspensión de 5X10‘ celulas NRK-49Fen
cada hoyo de la microplaca de cultivo e incubando con (3H)timi—
dina 2 horas (barras blancas),ló 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° celulas NRK-49Fen
cada hoyo de una microplaca de cultivo y se 1ncubaron durante 24
horas en medio Mc Coy's 5A con 10% de SFB. Luego se arresto el
crecimiento durante 48 horas (barras blancas) o 72 horas (barras
negras) en MCCDY'S 5A COD0.57. de SFB. LOS mitOgenos se agrega­
ron 24 horas y la timidina lo.
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Las condiciones de trabajo fueron las mismas que las descriptas
en Fig 5, sembrandose 200 ul de una SuspEñSiOn de SXLO‘células
NRK-49Fen cada hoyo de la microplaca.
Barras blancas 48 horas: barras negras 72 horas.



FIGURA 7
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Se sembraron 200 ul de una suspensiOn de 10° células NRK-QQF/ml
en cada hoyo de la microplaca de cultivo y los mitoQEnos y la
timidina se agregaron de la siguiente forma: 24 horas los mitOge­
nos y 16 la timidina (barras blancas), 48 horas los mitOgenos y
16 1a timidina (barras punteadas). 24 horas los miternos y 24 la
timldlna (barras negras). 48 horas los mitOgenos y 24 la tlmidina
(barras rayadas).



FIGURA B
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Las condiciones de trabajo fueron las mismas que en 1a Fig 7
utilizándose una suspension de 5X104células/m1.
Barras blancas: 24 horas los mitOgenos y 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 4B horas
los mitOQEnos y 24 la timidina.
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B) Ensayo de radioliqando-receptor para EGF

Fue necesario desarrollar este metodoexperimental para

completar la caracterizacion biológica de los TGFs.

I) MarcaciOn y purificación del EGF.

Los resultados de la marcación y purificación del EGFse

muestran en la Fig 9. En las condiciones de trabajo el 94.5%

del ‘251 fue incorporado al EGF. Utilizando receptores extraídos

de membranas de placentas humanas la Maxima Capacidad de Union.

del ¿2°I-EGF fue de 70% (320).

II) CaracterizaCiOn de receptores para EGFde membranaplas­

máticas de placentas humanas a termino.

Las caracteristicas del receptor para EGFextraídos de

placentas humanas se observan en las Figs 10 y 11. La uniOn

del EGFa este receptor es saturable, presenta alta afinidad

(Ka=0.BX10’M“), siendo 0:17522 fmoles/mg.

Ill) Ensayo radioligando-receptor para EGF.

En la Fig 12 se muestran los resultados del ensayo de

radiodesplazamiento de 125I-EGFutilizando membranasde placenta.

La uniOn inespecifica determinada en presencia de 0.3 uMEGF

fue inferior al 1%.
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EGFy IBP-demuestran similares potenCias de desplazamien­

to con 50%de uniOn en una concentración de 3.88 nM. Insulina.

TGF-B, hCGy prolactina no compiten por la unión a1 receptor.

Los coeficientes de variaciOn intra e interensayos

fueron del 9X y 13%. La sensibilidad fue de 0.310,06 nM

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

con r==0.99ó (Fig 13).
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FIGURA 9
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EGFaltamente purificada fue marcado y purificado según lo des­

cripto en "Materiales y Métodos". La actividad especifica final

fue determinada por el ensayo de autodesplazamiento (320) y la

maxima capacidad de unión utilizando membranas de placentas

humanas.
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FIGURA 10
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Union del EGF a membranas de Dlacentas humanas. Las condiciones

de trabajo fueron las descriptas en “Materiales y Metodos“.

La uniOn inespecifica determinada en presencia de 0.3 uN EGFfue

inferior a1 1X.



FIGURA 11
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Analisis de Scatchard (323) de la union del EGF a membranas de

placentas humanas.
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FIGURA 12
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Radiodesplazamiento del *==I-EGFutilizando receptores de membra­

nas de placentas humanas. EGF(O); Insulina (AJ; Prolactina (7):

hCG Cl): TGF-B (o).
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FIGURA 13

f2:

RepresentaCLOn “loglt” del ensayo redioligandp-receptpr para EGP

en membranas de placenta presentado en la Fig 12.

y: á:qq_____ +d en funciOn del log de X

1+ (X/c)b

a= respuesta para dos;s O; b= pendiente; d= respuesta a dosis

¿nflnlta (asintota a las abslsas): c= E050: 00515 efectlva para

la respuesta 501
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C) Aislamiento y purificación de TGF-Bde plaquetas humanas.

De acuerdo con lo expuesto en la IntroducciOn. para inducir

transformaciOn fenotipica en las celulas NRK-49F es necesaria 1a

presencia, en el ensayo en medio con 10%de suero. de TGF-¿y TGF­

B. Por esto, se desarrollo un metodo de extraccion y purifica­

Cion de TGF-B. con el fin de i) contar con las cantidades necesa­

rias del factor para los ensayos de identificación de TGF-d. en

medio semisólido y ii) disponer de TGF-Bpuro que permitiese

comparar el comportamiento biOIOgico e inmunológico de los fac­

tores aislados de las distintas neoplasias con el del TGF-B.

En este trabajo se describe un método de purificaciOn origi­

nal, utilizando cromatografía liquida de alta presion en columna

de interacción hidrofobica TSKPhenyl 5Pw.

Se realizo 1a extraccion acido-alcohólica de 100 g de pla­

quetas lavadas. El rendimiento de la misma fue de 140 mg de

proteina/100 g de plaquetas. En este extracto crudo se determino

la presencia de actividades transformantes de las celulas NRK­
49F.

En la fig 14 se muestran las colonias desarrolladas por

estas celulas 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 B, dado que no se observa

estimulaciOn en ausencia de EGF. Tampocose detecto 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 cromatografía de ex­

clusiOn molecular sembrándose 140 mg de proteina en una columna

de Bio-Gel P-6O equilibrada y eluida con ácido acetico 1 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

formación de colonias de las celulas NRK-49Fen presencia de 2

ng/ml de EGF.

En la Fig 15 se observa que el TGF-Beluye en las fracciones

66-76, con un peso molecular aparente de 13.5 KDa. Dado que el PM

descripto para el TGF-Bes 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 y liofilizadas. Se

DUFifiCO 1/4 parte de este "pool" de proteinas (2 m9) DOFcroma­

tografía liquida de alta presion en columnade interacción hidro­

fobica TSK Phenyl SPW, eluyendose con un gradiente lineal de

acetato de amonio. En la Fig 16 se muestra la absorbancia a 280

nm de las fracciones y el perfil de eluciOn del TGF-B. Un solo

pico de TGF-Beluye a aproximadamente a una concentraciOn de

acetato de amonio 0.138 M.

En la Tabla 1 se muestra la purificaciOn del TGF-Bpor los

distintos procedimientos utilizados. Se definio una unidad de

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

PurificaciOn de

TABLA 1

TGF-Bde plaquetas humanas

Actlvidad Purificación Recuperacion
(Unldades) (No de veces) (Z)

Extracto ac1dom
alcohóllco 0.094 100

Cromatografía
en Bio-Gel P-óO 9.82 100 73 (100)­

HPLCen columna 560,000 57.000 22 (30)­
TSK phenyl 5Pw

a: recuperacion
P-óO.

respecto de la purificación en columna de Bio-Gel



FIGURA 14
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FIGURA 15
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Purificacion de] extracto ácido-alcohólico por cromatografía de
exclusión molecular en columna de Bio-Gel P-óO equilibrada y
eluida con acido acético 1 M. Se sembraron 140 mg de proteina. la
velocidad de elUCiOn fue de 17 ml/hora y se colectaron fracciones
de 3m1. Se tomaron alicuotas de 1/6 de cada fraccion y se deter­
mino la presencia de actividad transformante mediante el ensayo
de formacion de colonias de las celulas NRK-qu en presencia de
ng/ml de EGF.
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FIGURA 16
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PurificaCiOn del TGF-Bpor cromatografía liquida de alta presion
en columna de interacción hidrofobica TSK phenyl SPW. Se sembro
1/4 parte del "pool" de proteinas de las fracciones 66-76. La
muestra se disolvió en 1 ml de buffer acetato de amonio 1.5 M. pH
5.3 y se eluyo utilizando un gradiente lineal de entre 1. 5 My
0.02 Mde acetato de amonio a una velocidad de 1.5 ml/min durante
30 min. Se colectaron fracciones de 3 ml y 1/10 parte de cada
una se liOfiliZO para determinar actividad transformante.
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I- AISLAMIENTO, PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE FACTORES DE

TRANSFORMACION EN NEOPLASIAS MALIGNAS HUMANAS

l) AISLAMIENTO DE FACTORES DE TRANSFORMACION DE NEOPLASIAS

MALIGNAS HUMANAS.

A) DeterminaciOn de actiVidad transformante de los extractos

aCido-alcoholicos de las neoplasias.

El primer proposito de este trabajo fue el estudio de tumo­

res solidos malignos humanos de distinto tipo histológico y

origen embrionario, para determinar la presencia de factores de

transformaciOn. El ojetivo fue establecer si las diferencias en

el tipo tumoral (histologia y Origen embrionario de la estirpe

celular maligna) implicaban variaCiones en la presencia de TGFs
intracelulares.

Para esto, se realizo la extraccion acido-alcohólica en 7

tumores malignos humanos. El peso de cada muestra y el ren­

dimiento en proteinas de la extraccion figuran en la Tabla 2.

Se probo la capacidad de los extractos crudos de DrOmover

crecimiento, en medio semisOIido de agar. de las celulas nDrmales

de riñpn de rata NRK-49F. Utilizando en los ensayos concentra­

Ciones de proteina de 100 a 1000 ug/ml. ó de los tumores es­

tudiados mostraron presencia de TGFs . En la Tabla 3 se muestra

el número de colonias desarrolladas al incubar las celulas 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 celulas depende de la concentracion de proteina, siendo

maxima cuando se utilizan 1000 ug/ml. Tambien se produce un

aumento del tamaño de las colonias con mayores concentraciones de

proteina. En la Figura 18 A, B. se observan las colonias de las

Células NRK-49F después de 7 dias de incubación con lOOOug/ml de

proteina de los extractos de los tumores 4 (carcinoma epider­

moide de pulmón) y b (rabdomiosarcoma de pectoral). Los ensayos

fueron realizados por duplicado, encontrándose 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 5 (liposarcoma) se repitio en dos experiencias

separadas.
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ÏAÜLA 2

Rendimiento de la extraccion acido-alcoholica

Espécimen Tumor Peso(g) Rendimiento
en proteinas
(mg/g de te­
Jido)

1 Adenocarci- 5 2.1
noma, mama

2 Adenocarci- 4.5 0.48
noma, mama

3 Adenocarci- 3 1.94
noma, mama

4 Carcinoma
epidermoide 32 9.99
de pulmon

5 Liposarcoma,
axila 38 8.42

ó Rabdomio­
sarcoma, 10 3.85
pectoral

7 Carcinoma, 2.5 5.69
colon



TABLÉ 3

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

Espécimen Tumor Concentracion de N0 de colonias
proteina (ug/m1)

1 Adenocarci- 1000 256
noma, mama

2 Adenocarci- 1091 54
noma, mama

3 Adenocarci- 968 50
noma, mama

4 Carcinoma
epidermoide 1020 20l
de pulmon

5 Liposarcoma,
axila 1000 O

ó Rabdomio­
sarcoma, 1000 128
pectoral

7 Carcinoma, 1000 137
colon
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FIGURA 17 A
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Curva de dilucion de la estimulación del desarrollo de colonias
de las células NRK-49Fpor los extractos acido-alcohólicos de los
especimenes 1 (A). 2 (B) y 3 (C). Se consideraron positivas las
colonias formadas por mas de lO células después de 7 dias de
incubaciOn.
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FIGURA 17 B
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FIGURA 18
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B) Tratamientos fisico-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 TGFstambien fueron inactivados por el ditiotreitol.

De acuerdo a los resultados obtenidos se evidencia que las ac­

tividades transformantes son polipeptidos estables frente al

calor que presentan puentes disulfuro cuya integridad es necesa­

ria para el mantenimiento de la actividad bioloQica,
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TABLA 4

Caracteristlcas de los TGFSDreSEntes En los extractos crudos

Número de colonias

Especimen

Tratamlento

1 2 3 4 ó 7

Control 250 54 50 201 118 137

Tripsina 4 O O 3 0 2
(50 ug/ml 2h
a 37 0C)

Tripsina
(50 ug/ml) + 123 27 32 83 56 98
lnhibidor de
Trlpsina de
SOJa (100 ug/ml)
2h a 370€

DithtFEitDl
(0.065 M en 3 O O 7 O O
NHaHC03 0.1 M
1h a 22 0C)

Calor (56 0C
:0 min) 200 48 36 180 79 109

Se trataron alicuotas contenlendo 1 mgde proteina de los extrac­
tos crudos como se descrlbe En Matarlales y Métodos y luego
se probo su capaCldad transformante sobre células NRK-QQF.



2) PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE TGFs DE NEOPLASIAS

HALIGNAS HUMANAS.

A) PurificaciOn de los extractos acido-alcohólicos de

las neoplasias malignas por Cromatografía de Exclusion
Molecular.

Los extractos crudos de los tumores malignos estudiados

en los cuales se conto con suficiente material, fueron purifi­

cados a fin de realizar luego la caracterización biológica de las

actividades transformantes presentes en ellos. Deesta forma,se

C0m019t0 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 los especimenes 4 (carcinoma epider­

moide de pulmon) y ó (rabdomiosarcoma de pectoral) fueron purifi­

cados por cromatografia de exclusión molecular en una columna de

Bio-Gel P-óO de 2.6X60 cm, equilibrada y eluida con acido acetico

1M. La velocidad de elucion fue de 20 ml/hora y se colectaron

fracciones de 4.3 ml. Se determine 1a absorbancia a 280 nm y la

concentraciOn de proteinas de cada fraccion. Se liofilizaron

alicuotas de 1/8 de fraccion para estudiar actividad transfor­

mante de las celulas NRK-49Fy competencia por los receptores de

EGFde placentas humanas y de 1/40 de fracciOn para determinar

actividad mitogenica sobre NRK-49F.
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En la Fig 19 se observa que al purificar 50 mg de proteina

del extracto acido-alcohólico del carcinoma de pulmón, se detec­

taron cinco picos de actividad transformante. Todos ellos elu­
yeron después del pico de proteina. La actividad transformante

de mayor potencia presento 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 II), 9,000 Da (Pico lll), 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 I), 20,000 Da (Pico II), 6,000 Da (Pico III) y

4000 Da (Pico IV) (Fig 22).

El agregado de EGF (2 ng/ml) en el ensayo en medio semi­

SOlido de agar no potencio la actividad transformante de nin­

guno de los TGFsaislados de estas neoplasias malignas.

B) Caracterizaciún de los TGFspurificados

I) Ensayos de uniOn al receptor del EGF

Las alicuotas descriptas,de las fracciones obtenidas de 1a
columna de Bio-Gel P-60, fueron ensayadas para determinar si

presentaban competencia con 12=‘I-E(3Fpara unirse a los receptores

de membranaaislados de placentas humanas. Los Picos l, lI y

III del carcinoma de DulmOn no mostraron competencia por el
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receptor del EGF, mientras que los Picos IV y V mostraron respec­

tivamente 46% y ólZ de inhibiCiOn de la union del Lï’I-EGF a su

receptor (Fig 19).
Se obtuVieron resultados semejantes con el rabdomiosarcoma.

Los Picos I y ll no exhibieron competencia por el receptor del

EGF, el Pico III mostro un 25%de inhibición de la unión

del EGF y el Pico IV mostro un 24% de inhibiCion (Fig 21).

En ninguna de las fracciones obtenidas de la purificaciOn de

estos tumores se detectó presenc1a de EGF . utilizándose para

ello el radioinmunoensayoespecifico.

II) Ensayos de actividad mitogenica y efectos en la sintesis

de DNAinduCida por EGP e insulina en cultivos en mono­

capa de las celulas NRK-49F.

Se ensayo la actiVidad mitogenica de los TGFspurifica­

dOS dEl CBFClnoma de DUImÓHv del rabddmiosarcoma en cultivos

subconfluentes de celulas NRK-49F arrestadas por 72 horas en

medio con 0.52 de SFB. Se utilizaron las alicuotas mencionadas

anteriormente de los picos de la Cromatografía en Bla-Gel P-óQ,

En la Fig ¿3 se muestra que los Picos l, ll, Ill del carCinoma de

pulmónno tuv1eron actividad mitogenica sobre los fibroblastos

NRKdurante las 24 horas siguientes a la estimulaCiOn. E1 Pico

IV fue un potente estimulante de la sintesis de DNAy el Pi­

co V también exhibió actividad mitogenica. aunque en menpr

grado. En el caso del rabdomiosarcoma los Picos I y II no
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estimularon la Sintesis de DNAen células NRKmientra que

los Picos IlI y IV se mostraron como potentes miternos para

estas celulas (Fig 24).

De acuerdo a lo descripto en los metodos experimentales

desarrollados (Sec 2.9 l) el EGF en concentracion de 10 ng/ml

(1.5 nM) y la insulina en una concentración de 5 ug/ml inducen

Una maxima estimulacion mitogenica de las celulas NRK-49F. En

este estudio se agregaron junto con las concentraciones referidas

de EGFe insulina alicuotas de los picos de actividad transfor­
mante.

Los Picos I, II, y III del carcinoma de pulmon inhibieron la

sintesis de DNAinducida por EGF e insulina, disminuyendo esta

inhibición a medida que aumenta la dilucion de la fracción. Los

Picos IV y V no mostraron inhibiciOn de la sintesis de DNA

inducida por EGFe insulina, ni potenciaron la actividad mitoge­

nica de estos dos GFs (Fig 23).

Los resultados obtenidos con los TGFsdel rabdomiosarcoma se

muestran en la Fig 24. Los Picos I y II inhibieron 1a sintesis

de DNAinduCida por EGFe insulina . mientras que los Picos III y

IV no mostraron efectos inhibitorios ni actuaron en forma siner­

gica para la inducciOn de la sintesis de DNApor EGFe insulina.
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Cromatografía en columna de Bio-Gel P-óO de 50 mg de Droteina del
extracto acido-alcohólico del carcinoma epidermoide de pulmOn. Se
colectaron fracciones de 4 m1 y se determino la concentraciOn de
proteina utilizando el metodo de Bradford (318). Se utilizaron
alícuotas de 1/8 de las fracciones oara determinar oresenCia de
TGFs y competencia por los receptores del EGF de membranas de
placentas. Los marcadores de peso molecular fueron anhidrasa
carbOnica (29 KDa). RNasa (la KDa) e insulina (ó KDa).



FIGURA 20
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FIGURA 21
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FIGURA 22
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FIGURA 23
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Ensayos de actiVidad mitogenica/inhibiCiOn de la SintESlS de DNA
induc1da por EGFe insulina en las celulas NRK-49Fde los TGFs
del carcinoma de pulmOn. Se sembraron en cada hoyo de una micro­
placa de cultivo 20.000 celulas NRK-49Fen 200 ul de Mc Coy s 5A
con 10%de SFB. Despues de 24 horas de incubaciOn se arresto el
crecimiento cambiando el medio por Mc Coy's 5A con 0.5Z de SFB.
TFESdias despues se agregaron 1/40 parte de cada fraccion con
actividad transformante y las diluciones indicadas de estas
fracciones. Cuandose estudiaron los efectos de los TGFssobre
la EStimUlaCiOn mitogenica se agregaron EGF (10 ng/ml) e insulina
(5 ug/ml) juntamente con los factores. Despues de B horas se
añadieron 20 ul de (3H)timidina ( luCi/ml, 20 Ci/mmol) durante ló
horas. Luego se tripsinizaron las celulas y 1a radioactiVidad
nuclear se determino comose describio en "Materiales y Metodos”.
Los ensayos se realizaron por cuadruplicado y la DSestuvo dentro
del 10Xpara todos ellos.
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FIGURA 24
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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 utilizo un modelo de

carcinogenesis experimental, desarrollado por Lanari y col.(3ló):

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

tumorigenesis en ratOn dado que i) el tumor se localiza en un

area circunscripta bajo la piel y puede ser fácilmente reconoci­

do, medido cuantitativamente y removido "in toto" para realizar

los estudios, ii) la existencia de cepas endocriadas de ratones

con incidencia reproducible de neoplasias mamarias proporciona

una herramienta fundamental para la investigaciOn de factores

etiologicos en la genesis de las mismas.

Este sistema de carcinogenesis hormonal presenta ademas 1a

ventaja de permitir estudiar 1a relación entre a) GFs y hor­

monodependencia del crecimiento tumoral y b) presencia de recep­

tores para hormonas y para GFs.



A) INDUCCION DE ADENOCARCINOMAS DE MAMA POR MPA

1) INCIDENCIA

La ¿ÜMiniStraCiDn prolongada de MPA a 40 hembras Balb/c

produjo la apariciOn de adenocarcinomas de mamaen 16 de ellas.

Considerando el riesgo de desarrollar un tumor que tienen los

animales que mueren antes de finalizar el experimento se llega a

una incidencia acumulada del B92 (Fig 25). Ninguno de los óO

ratones machos inoculados de la mismamanera desarrollo adenocar­

cinomas de mama, ni tampoco las 42 hembras virgenes utilizadas

comocontrol.

Las hembras tratadas con MPA presentaron frecuentemente

lesiones preneoplasicas en las glándulas mamarias. La mayoria

de estas lesiones fueron del tipo ductal (DH) y solo 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 caracterizó por el

crecimiento papilar con diversos grados de atipia (Fig 27)

Los adenocarcinomas de mamafueron del tipo B de la clasifi­

caciOn de Dunn (326), habiéndose detectado un solo caso de adeno­

cantoma y un carcinoma en el cual el area epitelial mostraba

cierta diferenciaciOn escamosa.

La mayoria de los adenocarcinomas fueron tumores infiltran­

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

Las lesiones de tipo HANobservadas estuvieron siempre asociadas

con tumores de mama mas indiferenciados, compuestos de masas

basófilas de celulas atipicas que no mostraban tendencia a dejar

espacios glandulares (Fig 30). Las celulas tumorales fueron

positivas para queratina (Fig 31) y negativas para desmina y
vimentina.

2) TRANSPLANTES SINGENEICÜS DE LOS ADENÜCARCINÜMAS

El transplante de 5 tumores de mama inducidos por MPAa

ratones singeneicos dio lugar al establecimiento de ó lineas

tumorales, dado que un tumor primario origino dos lineas dife­

rentes. En este trabajo se estudiaron las lineas surgidas de

este único 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 tamaño dos meses despues de su implantaciOn. ya 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 muypoco en los ratones

no tratados, aún ó meses despues del inoculo tumoral; en estos

casos hubo una diferencia muysignificativa tanto en la latencia
como en los tamaños de los tumores. A esta linea se la llamo

hormonodependiente. El analisis de los factores de crecimiento y
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transformaCLOn se realizó en los tumores de la linea hormonoin­

dependiente (HI). en los tumores hormonodependientes tratados con

MPA(HD?) y hormonodependientes

hormona (HDL).

desarrollados en ausencia de la



FIGURA 25

Incidencia de adenocarcinomas de mamaen hembras BALB/C

tratadas can MPA

1001

E MPA 39v.
000

E control
8
3 so
E
O
.s
8
3 ¿o
O
C
Ü

‘D
O

20
S

o - -— ———— -n°/.

1o 20 3'0 4o so so 7oMAS

160



J

7-1fl!'U

LF,»

NCv-í0x"HLUU|rI)IUH-w­oHu+1U'iL¡U¿JHlflCl01

Lm

(lrnr1H

.C

0ru

>.-*-Lln0ílJ(DflJN44ms.r1Dvn

(ID.0(ll"1[rflJ-—*4)3U,4

E9x.m:1HÜUIC

LLa

UILnOfl!O+1UUCf0"‘lCU"D¿JEWIU'l3"-1fl!f0fü>EGJLLLÜDC.U'!>¡U

Dru

UEmft!'fl+1.-4

ID(I

"‘>

HII

U00L.w-ILfl'ÜHÜf0[11u:1uUU'HJ[uCLQrr[JJ



FIGURA 27

Hiperplasia ductal multifocal y

crecimiento papilar solido y cubiforme.
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FIGURA 28

AdenocaFCiana infiltratiVOa nOtese el espacio quística revestido
por epitelio cilíndrico con diferenciación glandular.
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Adenocarcinoma ductal

estroma. H-E X 125.

COU

FIGURA 29

espacios glandulares infiltrando el



FIGURA 30
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Adenocarcinoma de mamaindiferenciado relacionado con HAN.

H-E X 40.



FIGURA 31

Adenocarcinoma de

la citoqueratina.
mamaGUístico mostrando tinción positiva para

Contraste nuclear: rojo metilo X 250.
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FIGURA 32
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B) AISLAMIENTO, PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE TGFs

1) EXTRACCION ACIDO-ALCOHOLICA DE TGFs DE LOS ADENOCARCINONAS

Se realizo la extraccion ácido-alcohólica de 50 g de tumor

de 1a linea hormonoindependiente (HI), 100 g de la hormonode­

pendiente tratada con MPA(HDz) y 25 g de la hormonodependiente

sin tratar con MPA(HDl). Se probo 1a capacidad de los ex­

tractos crudos dializados y liofilizados de promoverel creci­

miento en medio semisolido de las celulas NRK-49Fen ausencia y

presencia de 2 ng/ml de EGF. En los tres tipos tumorales se

determinó la presencia TGFs. En coincidencia con los resultados

obtenidos con los tumores humanos se observo que la respuesta de

las celulas dependía de 1a concentración de proteinas. Ademas la

actividad transformante fue potenciada por el EGF(Fig 33).

Para determinar las propiedades fisico-quimicas de los TGFs

presentes en los extractos se realizaron los tratamientos des­

criptos en la Tabla 5
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FIGURA 33

[A
600 ,’

I
I

l,
gm ïm—»« fi— v—————*—7 /

I. sao I
I l

I If. I
[z Lm- II

1-00 ,r' 'l3 W
.2. x á

, ° 300 ’ A
xp ,/ Ï f, 8

I u I g
II o l: sou

, ; ,I 8/II Í, g
Km , ‘ " 3

l, I, z

í ‘l/ zoo
100 '

100

,' 1001

200 6m ¡000 l1-00

200 LCD 6C!) 300 ¡ooo 1200 MCD 16m ,ug de proteína
de roteína

pg p 2m 400 500 son ¡ooo 1200 1400 15

¡ug de ploleina
A B

C

Estimulación del desarrollo de colonias de las células NRK-49F
por los extractos acido-alcohólicos de los tumores A: HORMONODE­
PENDIENTE TRATADO CON MPA (HDz), B: HORMÜNOINDEPENDIENTE (HI) Y
C: HORMONODEPENDIENTESIN MPA (HD¿). Se utilizaron leO3 célu­
ladml y se consideraron colonias aquellas que tuvieron 50 células
después de 7 dias de incubaciOn. --——+ EGF (2ng/m1); - EGF.

169



FABL A Í)

Caracteriet1cn3 HP ¡0% lflïu urm%ente? CH ICE extracilr Cruüos

Número C? CQEDF135

Tratamlento HDL Hg: H:

Lorwtrcjl 5:”; ü’dw ¿lid

Trlpsina
(50 ug/ml 2h
a 37 "-'C)

¡,..­ IK) L

Tr1p51na
(50 ug/ml) +
lnhlbldor de 206 189 °85
Tr1p51na de
SOJa (100 uq/ml)
2h a 37*L

D1t1otreltol
(0.065 !' en U
NHCHCÜ': 0.1 Í'l
1h a 25 OC)

Calor ‘55 üC
¿o m1 r. I 611 ‘1._.-'._' 425

Se trataron alícuotas COHteanndo me d? groteína H9 ïñv evtra-—
toa crudos comü a? Unqcrlbn en Materanlea v Métcdub y íueq”
se probo en capaC1dat tran5*ormante gubru Células MW»Qui.

n



2) PURIFICACIÜN DE LOS EXTRACTOS POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNAS

DE BIO-GEL P-óO.

Cien m9 de proteina de cada tumor fueron purificados por

cromatografía de exclusión molecular en Bio-Gel P-óO.

En la Fig 34 se observa que en los tumores HD; y HD: se

encuentra presente un TGF de alto PM (43 KDa) que estimula la

formación de colonias de NRK-49Fen ausencia de EGFexógeno, pero

cuya actividad es potenciada pOr EGF. Este pico no se observa

en el tumor HI.

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

es activo en presencia de EGF (Fig 34).
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molecular de los extractos acido­
alcoholicos de los tumores A: HDz. B: HI Y C: HDL. Se utilizo una
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Cromatografía de exclusión
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extracto. Los marcadores de PM fueron: 0voalbúmina (43 KDa),
QUlmotFIDsinOgeno (25 KDa). ribonucleasa A (13.5 KDa) e insulina
(ó KDa). Se utilizaron alícuotas de 1/12 parte de cada fracción
para determinar actiVidad transformante en presenCia y ausenCia
de EGF.
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3) CARACTERIZACION DE LOS TGFS PURIFICADÜS POR COLUMNA DE BIO­

GEL P-bO.

Conel objeto de caracterizar los TGFspurificados se proce­

dio a unificar las fracciones de las columnas con actividad

transformante.

En el tumor HDLlas fracciones 44-54 se unieron liofilizan­

dose luego distintas alicuotas. Identico procedimiento se siguio
con las fracciones 38-44 del tumor HDz.

Se realizaron tambien tres "pools" con las fracciones co­

rrespondientes a1 TGFde 13 KDaen los tres tumores (72-84 en el

HD¿,óB-BO 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'¿E‘I-EGFpor

los receptores aislados de membranasde placentas humanas.

Utilizando 125, 250 y 500 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 EGFa sus receptores.
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B) Ensayos de estimulacion mitogenica/ inhibición de la sin­

tesis de DNAinducida por EGFe insulina en las células NRK­

49F.

Para completar 1a caracterizacion de los TGFsse estudio la

capacidad de los mismosde estimular la incorporacion de (3H)ti­
midina en cultivos subconfluentes de celulas NRK-49Farrestadas

durante 72 horas en medio con 0.5% de SFB.

Utilizando 200 ug de proteina de los picos de 13 KDaais­

lados de cada uno de los tumores no se detecto estimulacion de 1a

sintesis de DNAen las celulas NRK-49F(Fig 35).

Realizando el ensayo con igual cantidad de proteina de los

picos de 43 KDa presentes en la linea hormonodependiente. con y

Sin MPA; tampoco SE ODSEFVOactividad mitogenica 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 inhibidores de la

sintesis de DNAinducida en las células NRK-49F por EGF e in­

sulina .
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fueron unidas, liofilizadas y se ensayaron distintas cantidades
de proteina de cada pico. A: HDz, B: HI. C: HDl.
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4) PURIFICACIÜN DE LOS TGFs POR CRÜMATOGRAFIA LIOUIDA DE ALTA

PRESION EN COLUMNA DE INTERACCION HIDROFOBICA

Los TGFs de 13 KDaaislados y purificados de los tres tumo­

res y los de 43 Kda de los tumores HDLy HD: se siguieron purifi­

cando Por CFOmatDQFafialiquida de alta presion en columnas de

interacción hidrofobica TSKPhenyl SPW.Se utilizo este metodo

dado el buen resultado obtenido en 1a purificacidn del TGF-Bde

plaquetas humanas. (Fig 16)

Se sembraron 5 mg de proteina de cada TGF y se eluyo con un

gradiente lineal entre 1.5 My 0.02 Mde 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 la purificaciOn de los TGFs de 13

KDa. En los tres casos un solo pico de actividad transformante

eluye entre 0.45 y 0.50 Mde acetato de amonio. Este resultado

contrasta con la eluCiOn del TGF-Bde plaquetas descripta en Fig
16.

En la Fig 37 se muestran los resultados obtenidos utilizando

el mismo procedimiento de purificacion para 5 mg de proteina de

los TGFs de 43 KDa de los tumores HD; y HDg. En estos casos se

observa un solo pico de actividad transformante que eluye a una

concentracidn aproximada de 1.30 Mde acetato de amonio.

En ambas figuras se observa que este metodo permite separar

a los TGFsde la mayoria de la proteina contaminante.
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Cromatografía liquida de alta presion de los picos de actividad
transformante de PMaparente 13 KDa. Se utilizo una columna de
interacción hidrofobica TSK Phenyl SPW. Los factores fueron
eluidos con un gradiente lineal entre 1.5 My 0.02 Mde acetato
de amonio a una velocidad de 1.5 ml/min durante 27 mintos. Se
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: HDL.
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5) BLOQUEO DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS TGFs DE 13 Y 43 KDa

Los resultados obtenidos en la caracterizacion de los TGFs

aislados y purificados de los tumores indicaban que estos fac­

tOres compartian con el TGF-Bdescripto propiedades biológicas

tales como i) el requisito de la presencia de EGF para producir

transformaciOn fenotipica. ii) la inhibición de la sintesis de

DNAinducida en celulas NRK-49Fpor EGFe insulina y iii) la no

competencia por los receptores del EGF. Ademas, los TGFs de 13

Kda de PMaparente eluian en la misma posicion que el TGF-B en

las columnas de Bio-Gel P-óO que el TGFB. Sin embargo, el

resultado obtenido en la purificaciOn de los factores por HPLC

indicaba que estos eran diferentes al TGF-Baislado de plaquetas

humanas. Asi, se decidio estudiar la identidad inmunológica de

los factores purificados con los TGFB;y TGF-Bz.

Se ensayo la capacidad de un anticuerpo anti TGF-Bde neu­

tralizar la actividad biolOQica de los TGFsde 13 y 43 KDapuri­

ficados por HPLC.

La fracción con actividad transformante (1/10 parte) fue

incubada con EGFen presencia y ausencia de un anticuerpo capaz

de bloquear al TGF-B.Lporcino y humano y al TGF_Bz porcino. Como

control se utilizo TGF-B comercial purificado de plaquetas por­

cinas. Los TGFs también se incubaron con un anticuerpo anti

TGFfii. En la Tabla ó se observa que el anticuerpo empleado no

es capaz de bloquear la actividad transformante de los TGFsde 13

KDE,confirmandose asi la falta de identidad inmunológica de
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estos factores con los TGF-B; y TGF-B2­

Idénticos resultados fueron obtenidos cuando se estudió los

TGFS de 43 KDa de los tumores HD; y HD: (Tabla 7).
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TABLA ó

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

HANTE DE LOS TGFS DE 13 KDa PURIFICADOS POR HPLC

COLONIAS

CONTROL +ANTICUERPO +ANTICUERPO
ANTI TGF-B ANTI TGF-oL

TGF-HD; 2391 t 204 2180 i 180 2234 1 197

TGF-HD: 1427 1 136 1460 i 129 1573 1 132

TGF-HI 1311 i 120 1295 1 119 1427 t 125

TGF-B 2600 t 275 49 + 5 2297 i 256

TGF-HDL: TGF DE PM 13 KDa PURIFICADO DEL TUMOR HORMONODEPEN­
DIENTE SIN MPA, TGF-HDz: TGF DE PM 13 KDa PURIFICADO DEL TUMOR
HORMONODEPENDIENTE TRATADO CON MPA Y TGF-HI: TGF DE PM 13 KDa

PURIFICADO DEL TUMOR HORMONOINDEEENDIENTE.
LOS RESULTADOS SE EXPRESAN COMO x: ES.
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ÏABLA 7

EFECTO DE UN ANTICUERPÜ ANTI-füF-B SOBRE LA ACTIVIDQD TRANSFOR­
MANTE DE LOS ÏGFs DE 43 KDa PURIFICADOS POR HPLC.

COLONIAS

comrauc +ANTICUERPO +ANTICUEQPÜ
ANTI-TGF-fi ANTI-TGF

TGF-HDL ¿957 1 180 1849 1 ió: ¿93o 1 lQS

[GF-HD: ¿224 t 153 1334 t 123 ¿257 :_142

TGF-B 2600 t 275 49 + 5 v;9" + 256

ïEEÏQBÍÏmïÉF‘hbÉ a: KDs PURIFififiDÜ DEL rumon HORMONODEPENDZENTÉ
SIN MPH. IGFHHD32 IGF DE 43 PDa uuHIFICADU DEL rumou HUHMONUDL­
PENDIENÏE TRATADU cum MPA

Los reSultaoos de las ¡ablas ó y 7 muestran el ensayo de la
capaCioad de un anticuerpo anti-TGF-B de neutralizar la actividad
transformante de los TGïs de 13 y 43 KDa purificaoos pOr HPLC.
Cada fracc10n con actividad transformante (1/10 parte} fue in­
cubada con 2 ng/ml de EGF en presenCia y ausencia de 50 ug/nl oe
un anticuerpo capaz de bloquear la actividad biolúqica de TGF-Bi
porcino y humano y de TGF-B: porCino. Se utilizo como control
TGF-Bcomercial Durificado de plaquetas porcinas (0.5 ng/ml). Los
TGFs fueron también incubados en presencia de 50 ug/ml de un
anticuerpo anti TGF*cL
Resultados expresados como x: ES



C) ESTUDIO DE LA PRESENCIA DE FACTORES DE CRECIMIENTO (IGF-I,

EGF) Y DE SUS RESPECTIVOS RECEPTORES EN LOS ADENOCARCINOMAS.

Según 10 mencionado en la Introduccion. GFs que participan

en la regulaCiOn del creCimiEnto celular normal. tambien podrian

estar involucrados en el proceso de transformacion neoplasica.

Entre estos factores se encuentran EGFe IGF-I los que 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 estudio la sintesis de EGFe IGF-I en los

distintos tipos tumprales aSi como la presencia de receptores

para estos factores en las celulas que los producen. El objeti­

vo fue investigar la hipOtesis autDCrina del desarrollo neopla­
sico.

Nuevamente. la ventaja de contar con este modelo de car­

Cinogenesis nos permitio analizar la influencia de la hormona MPA

en 1a sintesis de GFs y 1a relacion 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 extracción ácido-alcohólica según el metodode

Roberts (192,194) de muestras individuales de los tumores HD¿,

HD: y HI. En los extractos se determino la concentracion de EGFe

IGF-I utilizando los RIAscorrespondientes.

En la tabla B se observa que hay un significativo aumento en

la sintesis de EGFen los tumores HD tratados con MPArespecto

del hormonodependiente sin MPA. El nivel de EGF en el tumor HI si

bien es menor que en el HD: es significativamente mayor que en

los tumores HDi. Estos resultados indican que el MPAestimula la

sintesis del EGF.

Resultados semejantes se obtuvieron en el estudio de los

niveles de lGF-I. En la Tabla 9 se observa que el MPAinduce

también la sintesis de IGF-I.



TABLA B

CONTENIDO DE EGF EN LOS EXTRACTÜS ACIDO-ALCOHOLICÜS DE LOS TUMORES

TUMOR EGF (ug/g DE TUMOR)

HDl 1.87 i 0.17
(N=4)

HD: 4.22 i 0.64
(N=4)

HI 3.96 1 0.26
(N=3)

Se realizo la extraccion acido-alcohólica de muestras individua­

les de cada uno de los distintos tumores y se determine la con­

centración de EGF utilizando el radioinmunoanalisis correspon­

diente. Los datos representan la Media 1 Error Standard

A1 aplicar el TESTde 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

entre HD; y HI p= 0.0571

entre HD: y HI p) 0.5
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TABLA 9

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

TUMÜRES

TUMOR IGF (ng/g DE TUMOR)

HDl 38.50 1 3.77
(N=4)

HD2 94.00 i 17.07
(N=4)

HI 56.00 1 6.93
(N=3)

Se realiZO 1a extracción acido-alcohólica de muestras individua­

les de cada uno de los distintos tumores y se determino la con­

centración de IGF-I utilizando el radioinmunoanálisis correspon­

diente. Los datos representan la Media 1 Error Standard

A1 aplicar el TESTde WILCÜXON(328) para analizar la significa­

c1on en la diferencia de los valores del contenido de IGFHI

se obtuvo :

entre HD1 y HD: p= 0.0285

entre HD; y HI p= 0.0571

entre HD: y HI p= 0.1143
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2) DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE EGF E IGF-I POR RIAs

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

Se trabajo con las fracciones obtenidas al purificar 100 mg

de DFOtEIna, de cada uno de los extractos ácido-alcohólicos, por

columnas de Bio-Gel P-óO. 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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FIGURA 38

¿llum nro. llano. ’euo. 5
LJIDa ZSKDu IJSKDa sao.

l l l 1

) 4

‘ Í
B I

15 -'.|

3 l

9

¿a .2 - a
/ 2‘: s ‘ ‘v‘

1 2 :[ 3 '-_ 7’ TN .

¡= ' “ 3. I

kn ¡

’I m í lpl . 1

‘ ¡“t-Ova... I -.. A
. imu""‘ #l‘su. . .1..u...k.<‘& Í'f \ I‘

u A,.¡\,4_ ., .. ,. J ' 'l _\¿.l\ _ n-¿iyfi , . .....,.,‘.._._._.__1_ a “¡ungn11-¡H'hm2-J
o m n m m w m m m Éïífib 0 m n w m w m m m m ú m

NWEPO lx FnAchon NUMERODE FRACCION

LJKDa mo. usan. exo. L
l b l t

|5 J

Ii
0 3 D
f OO

0 —PH
6' A 2 22
c l. .'_
8 ;a .
4 l

m Á‘ .

\

f "un
, 7ra."! i'ru'r wn“ n-n&u.¿.1}\.u.m

ÜZODLOSOWÑBONWHOÚOIZD
NUMERO o: FaACCION

Las fracciOHES 1mpares colectadas de las columnas de Bio-Bel P-óO
y liofilizadas se red1solvieron en HCl 4 mMy se neutrallzo luego
con “buffer” fosfato. 1/15 parte de cada fracción fue utilizada
para realizar el RIA de IGF-I y 1/60 parte para el RIA de EGF.
Los marcadores de PM fUEron Dvoalbümina (43 KDa). quimotrip­
Slnogeno (25 KDa). ribonucleasa A (13.5 KDa). e 1n5ulina (ó Kda).
A: HD1. B: HDz. C: HI.

188



3) DERMINACION DE LA PRESENCIA DE LA PROTEINA TRANSPORTADORA DE

IGF-I

La presencia de IGF-I en los extractos acido-alcohólicos de

los distintos tumores evidencio la sintesis de este GFpor las

celulas tumorales.

Se conoce actualmente que los IGF-I y II se encuentran

asociados a proteinas (lGF-BP) que en un primer momento fueron

descriptas comosimples transportadoras que prolongaban la vida

media de los IGFs. Sin embargo. distintos hallazgos han hecho

evidente que estas proteinas estan involucradas en la modulaciOn

de la actividad biológica de los lGFs (329.330.331.332).

POr lo tanto, se investigo la produccion de proteinas trans­

portadoras de IGF-I por las celulas neoplasicas comouna forma de

ampliar el estudio del mecanismo de aCCiOn de IGF-I.

Para realizar este estudio se utilizaron las fracciones de

la cromatografía en Bio-Gel P-óO donde se eluyo con aCido acético

l M. El trabajo a pH aCido fue importante para asegurar la

deteccciOn de cuaJESQUiera de las especies de la IGF-BP producida

pOr las celulas tumorales. En efecto, ese pH permite i) la

completa disoc1ac10n del IGF endógeno de la proteina transpor­

tadora, ii) la disociaciOn de la espeCie de 150 KDade la BP en

su suounidad de 50 KDaque podria ser detectada en la colUmna de

Bio-Gel P-óO.

Se lñCUDO 1/15 parte de las fracciones de la Cromatografía

con 1==I-IGF-l y luego se separo la hormona libre mediante adsor­
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cion con Norit A.

En los tres tumores se determinó la presencia de una prote­

ina transportadora de IGF-I de PMaproximado 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 y

PG-R.
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Determinación de la presencia de la proteina transportadora de
IGF-I en los tumores A: HD1; B: HDza C: HI. Se incubo 1/15 parte
de las fracciones de la cromatografía en Bio-Gel P-óO con 20,000
cpm de *=°I-IGF—I durante 16 horas a 4 °C. Luego se separo la
hormona libre mediante adsorciOn con Norit A
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TABLA 10

Concentración de receptores de estrógenos (E-R) y progesterona

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

TUMÜR ER PR

HD; 254 708
46 l50
64 78
88 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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5) 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

tantoI los estudios radioligando-receptor de ambos GFs se lleva­
ron a cabo realizando el tratamiento de las membranas c0n un

"buffer" ClNa glicina de pH 3, que produce la disociación del

factor endógeno.

En la Tabla 11 se muestran los resultados obtenidos en los

estudios de receptores de EGF. Los preparados de membrana 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 utilizándose 2 nMl=°I-EGF.

Tal como se observa tanto los tumores HD; como los HI pre­

sentan receptores para este factor, siedo G=27.6 fmoles/mg de

proteina para el HDLy 23.27 fmoles/mg para el HI. En los tumo­

res HD: hay una significativa disminución en los niveles de EGF-R

(Q: 7.12 fmoles/mg de proteina).

Para el estudio de la afinidad de los receptores en los

tumores se realizo un “pool” con los preoarados de membranade

los tumores HD; y HI y se realizo el ensayo en las condiciones

descriptas en Materiales y Métodos. Los datos, analizados segun

el metodo de Scatchard se observan en la Fig 40, siendo Kd=

O.8X10‘° M y G= 25.9 fmoles/mg de proteina.



TABLA 11

DETERMINACION DE RECEPTORES PARA EGF

TUMÜR HD; H02 HI

RECEPTORESDE EGF (fmoles/mg de proteina)

28.6 8.30 27.2

25.0 4.90 19.09

23.4 6.61 20.4

27.9 6.9 24.7

30.9 8.9 25

í: 27.16 Y? 7.12 í: 23.27

ES= 1.33 ES: 0.70 ES: 1.51

100 ug de proteina de membrana de cada una de las lineas tumora­
les se incubaron a 4 0C durante 16 horas con 2 nM 12°I-EGF en
presencia y ausencia de 500 ng de EGF- Al aplicar el TESTde
WILCOXON(328) para analizar la significacion en la diferencia de
los valores de receptores de EGFse obtuvo:

entre HD1 y HD: P= 0.007936

entre HDl y HI P= 0.09523

entre HD: y HI P= 0.007936



FIGURA 40
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Analisis de Scatchard de los datos de unión del EGFa sus recep­

tores en el “pool” de membranas de los tumores HD; y HI
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6) CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LOS REPTÜRES PARA EGF EN LAS

CELULAS TUMÜRALES

Despues de realizar los ensayos de uniOn del EGFa su recep­

tor de membranase estudiaron las caracteristicas estructurales
del mismo.

Para ello. se uso el reactivo de entrecruzamiento disuc­

cinimidil suberato (DSS) que permite la uniOn especifica y cova­

lente del GFmarcado a su receptor. Esta tecnica hace posible

la posterior caracterizaciOn del complejo GF-receptor marcado Dor

metodos fisicos comola electroforesis en presencia de dodecil­

sulfato de sodio (SDS).

Para la caracterizaCiOn de los receptores del EGFse utili­
zaron las membranas del tumor HI.

La Fig 41 corresponde a la autoradiografia del gel fijado y

secado obtenida con una exposicibn de 14 dias. La preparacibn de

membranafue la desCripta en 12. B.I.ii. De acuerdo a lo in­

dicado en la leyenda se sembraron distintas cantidades de prote­

ina de membrana incubada con el ¿ÉEI-EGFy tratada posteriormente

con DSS. La Fig 42 es la autoradiografia del gel obtenido con

las membranaspreparadas segun la tecnica detallada en 12 B.I.i.

Nuevamente se sembraron distintas cantidades de proteina de

membrana incubada con 12°I-EGF y estabilizado el complejo GF­

receptor con DSS.

lal como se observa en ambas figuras, aparece una banda

intensamente marcada en la zona de PM170,000 la que es completa­
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mente inhibida por el EGFfrio.

De acuerdo a esto. este COmDDHEntEde membrana corresponde

al receptor del EGF y es semeJante en sus propiedades estruc­

turales al descripto en una gran variedad de tipos celulares

(107,108,109.110).

Las bandas de mucho menor intensidad que se observan en la

zona de PMbajos probablemente representan productos de clivaJe

del receptor tal comoha sido descripto por otros autores (109,

110).

La Fig 43 presenta los geles con los cuales se obtuvieron

las autoradiografias de las‘ Fig 41 y 42. teñidos para proteinas
con CoomasSie Blue.



FIGURA 41
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ESTABILIZACION COVALENTE DE LOS COMPLEJDS LSSI-EGP UTILIZANDO LAS
MEMBRANASDEL TUMORHI. Autoradiografia del gel fijado y secado
obtenida con 14 dias de exposiciOn.

Las membranas, preparadas como se describio en Materiales y
Metodos 12. B.I.ii, se incubaron con 1.5 nM 12'5‘I-EGF a 4 oC
durante 16 horas en Buffer PBS pH 7.4 conteniendo 2 Z de ESA.
Después de lavar la hormona no unida las membranas se incubaron
con 0.2 mMDSS a O 0C durante 15 minutos y se paro la reaccion
por dilución con "buffer" Tris pH 7.4, se centrifugó y con el
preparado de membranaresultante se realizo la electroforesis en
las condic1ones descriptas en Materiales y Metodos. Las alicuo—
tas sembradas fueron de 200 ug de proteina en el canal 1, 300 ug
en el canal 3 y 400 ug en el 5. Los canales 2,4 y ó corres­
ponden a la incubaciOn en presencia de 500 ng de ESF frio. Los
números a la izquierda representan los PM X 10-3 de los mar­cadores utilizados en la corrida.
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FIGURA 42
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ESTABILIZACION CDVALENTE DE LDS COMPLEJOS lzal-EBF EN LAS HEMBRA­
NASDEL TUMORHI. Autoradiografia del gel fijado y secado ob­
tenido con 14 dias de exposicion.
Las membranas fueron preparadas como se describió en Materiales y
Métodos 12 B 1.1. Las condiciones de trabajo fueron las descrip­
tas en la figura anterior. En el canal l se sembraro 100 ug de
proteina, en el 3: 200 ug, en el 5: 400 ug y en el 7:600 ug. Los
canales 2, 4, ó, y B corresponden a la presencia de 500 ng de EGF
durante la incubacion,
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FIGURA 43

Electroforesis correspondientes a las autoradiografias de las

Figs fi: 41. B: 42.

Se utilizo el sistema discontinuo de Laemmli (324). Los geles

fuerOn del 7.5% de poliacrilamida. Se presenta el gel teñido

para proteinas con Coomassie Blue . Los marcadores de PMsembra­

dos en el canal 1 fueron: miosina (cadena H) PM200,000; fos­

forilasa B PM97,400; albúmina serica bovina PM68,000;

ovoalbümina PM 3.000: quimotripsinogeno PM25.700: B-lactoglo­

Dolina PM 18,4000; lisozima PM14.300.
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7) DETERMINACION DE RECEPTORES PARA IGF-I EN LOS TEJIDOS TUNO­

RALES

La presencia de una proteina transportadora de IGF-I en los

extractos acido-alcohólicos de los tres tipos tumorales, deter­
mino la necesidad de estudiar cuidadosamente las condiciones

experimentales que permitiesen establecer el númerode receptores

y la afinidad de los mismos por el IGF-I, en las celulas malig­
nas.

En efecto, trabajos recientes consignan que en tejidos en

105 cuales haYSintesis de proteinas transportadoras de IGF-l, en

los preparados de membrana utilizados para el estudio de recep­

tores de IGF-I, suelen encontrarse presentes estas proteinas. La

interpretación de los datos de los ensayos radioligando-receptor
se ve asi dificultada por la contribucion de la proteina trans­

portadora a la unión del lGF-I (329,330,331.332).

Dado que por los resultados mostrados en la Fig 39 cono­

cíamos el PMde la IGF-BPsintetizada por las celulas tumorales.

el primer paso consistió en realizar un ensayo de unión del IGF­

I, en condiciones de saturaciOn, a las membranas del tumor HI,

seguido por la estabilizaciOn c0valente del complejo GF-receptor

mediante el empeo de DSS. De esta forma, la presencia de la

proteina transportadora de IGF-l, en los preparados de membrana,

seria facilmente visualizada en las autoradiografias.

La Fig 44 muestra los resultados obtenidos en este ensayo.

Comopuede observarse, ademas de las bandas de alto PM, que co­

201



rresponden al receptor del IGF-l y que seran analizadas en la

sección siguiente. se observa una banda marcada en la región de

PM43 KDa. Los canales 1 y 2 corresponden al preparado de

membranaobtenido segun la tecnica descripta en 12 B I.i y los

canales 5 y ó a los preparados obtenidos con la tecnica 12 B

1.1i. Esto nos permitió establecer que estas membranasestaban

contaminadas con la IGF-BPy por lo tanto que para obtener datos

de la unión del IGF-I a su receptor era necesario procesar los

tejidos de modo de eliminar la IGF-BP.

Asi, se desarrolló la tecnica descripta en 12 B II.

Los tres tipos de tumores se procesaron segun esta metodologia y

nuevamente se utilizaron las membranasdel 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 lo tanto los estudios posteriores de receptores para

lGF-I se realizaron con estos preparados a los que denominamos

fracción microsomal.

En la Tabla 12 se observan los resultados de los experimen­

tos de unión del IGF-l en los tres tipos tumorales. realizados en

condiciones de saturación ­

Tal como se encontró para el EGFse determinó la presencia

de receptores en los tumores HD; y HI.

La afinidad se estudio realizando un “pool” de las membranas

de los tumores HDL y HI. El ensayo se realizo de acuerdo a lo
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descripto en Materiales y Metodos y los datos de union se anali­

zaron según el metodo de Scatchard utilizando el programa LIGAND

(333) para dos sitios de uniOn.

En la Fig 46 se muestran los datos que indican 1a presencia

de sitios de alta afinidad ( Kd= 3.4)(12-*2 M ; G: 22.5 fmo­

les/mg) y de sitios de baja afinida (Kd= 1.3X10—1°M; G: 143.7

fmoles/mg)
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FIGURA 44

ESTABILIZACIDN COVALENTE DE LOS COMPLEJOS 12=I«IGF UTILIZANDO LAS
MEMBRANASDEL TUMORHI. Autoradiografia del gel fijado y secado
obtenida con 14 dias de exposicion.
Los canales 1 y 2 corresponden al preparado de membranaobtenido
según la tecnica descripta en 12 B I.i y los canales 5 y ó a los
preparados obtenidos con la tecnica 12 B I.ii. Canales 3 y 4:
preparados de membranadesnaturalizados.

Estas membranas se incubaron con 1.12 nM 125I-IGF a 4 0C
durante 16 horas en Buffer Tris 25 mM, CIMg 10 mMpH 7.4 Despues
de lavar la hormona no unida las membranas se incubaron con 0.2
mMDSS a O oC durante 15 minutos y se paro la reacción por dilu­
cion con "buffer" Tris pH 7.4, se centrifugó y con el preparado
de membrana resultante se realizo la electroforesis en las con­
diciones descriptas en Materiales y Métodos. Las alícuota;
sembradas fueron de 200 ug de proteina en cada uno de los cana­
les. Los canales 2 y ó corresponden a la incubacibn en presencia
de 500 ng de IGF frio. Los números a la izquierda representan
los PMX 10’3 de los marcadores utilizados en la corrida.
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FIGURA 45

zoo

ESTABILIZACIÜN COVALENTE DE LOS COMPLEJÜS ¿ZSI-IGF UTILIZANDO LAS
MEMBRANAS DEL TUMÜR HI

AUtDradiÜQFBfiadel gel fijado y secado obtenida con 14 dias de
exPDSiCiOn. Los preparados de membrana fueron obtenidos según
1o descripto en Materiales y Métodos 12. 8.1!. Las condiciones
de trabajo fueron idénticas a las de la Figura anterior. En los
canales 1 y 2 se sembraron 100 ug proteina, currespnndiendo el
canal 4 a la incubaCiOn en presencia de 500 ng de IGF-I frio­
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TABLA 12

DETERMINACION DE RECEPTORES PARA IGF-I

TUMOR HD; HD: HI

RECEPTORESDE IGF-l (fmoles/mg de proteina)

53.12 16.00 32.41
41.14 22.9o 54.85
78.43 29.2o 165.84

150.02 16.89 51.95
54.46 24.00 126.00

129.50 25.62 76.98
89.70 79.46

142.97
74.84

í: 90.46 í: 22.43 ‘E 83.92

ES: 13.33 ES: 2.085 es: 17.68

100 U9 de DFDtEina de membrana de cada una de las lineas tumora­
les se incubaron a 4 0C durante 16 horas con 1.58 nM 125I-lGF-I
en presencia y ausencia de 500 ng de IGF' Al aplicar el TESTde
WILCOXON(328) para analizar la significacion en 1a diferencia de
los valores de receptores de IGFse obtuvo:

entre HD; y HD: P= 0.000399

entre HDi y HI P> 0.5

entre HD: y HI P= 0.001165
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FIGURA 46
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Representación de Scatchard de los datos de unión del IGF-I al

"pool" de membranas de los tumores HD; y HI. Se utilizo e] pro­

grama LIGANDpara dos sitios de union.
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B) CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LOS RECEPTORES PARA IGF-I EN

LAS CELULAS TUMORALES

Se utilizo la metodologia descripta para 1a estabilización

covalente de los complejos 1¡”I-EGF-receptor.

La Fig 44 muestra la autoradiografia del gel secado y fijado

obtenida con 14 dias de exposiciOn. Se utilizaron las membranas

del tumor HI tratadas comose describio en 12 8.1.1. y 12 B.I.ii.

En la autoradiografía 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 ó dado que la presenCia de 500 ng de IGF-I sin marcar

durante la incubaciOn inhibe totalmente la aparicion de esta

banda. La otra banda de menor intensidad se presenta en 1a zona

de PM 260,000 Da . Los canales 2 y ó muestran una importante

disminucibn de 1a 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 membranadescrip­
to en 12 B II.

En la Fig 4/ se observa la tinc10n de proteinas con Cooma­

ssie Blue del gel correspondiente a la Fig 44.
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Electroforesis
Se utilizo e]

fueron del 7.5

para proteinas

FIGURA 47

correspondiente a la autoradiografia de ia Fiq aa

sistema discontinuo de Laemmli (324). Los geles

Z de poliacrilamida. Se presenta el gel teñido

can Coomassie Blue. Los marcadores de PMsembra­

dos en el canal l fueron: mlosina (cadena H) PM200,000; fos­

forilasa B PM97,000; albúmina serica bovina PM 68.000' ovoal­

bümina PM 43,000; quimotripsinógeno 25.700; B-lactoglobulina PM

18,400; lisozima PM14,300.



DISCUSION

210



Este trabajo comprende A) el aislamiento, purificación y

caracterización de factores de transformacion de neoplasias

malignas humanas y B) un estudio similar en adenocarcinomas de

mamamurinos inducidos por MPA. Ademas, en este modelo experi­

mental se analizó 1a sintesis de EGFe lGF-I y la presencia de

receptores para estos GFs en las celulas que los producen. Se

estudio también la influencia hormonal en la sintesis de GFs.

La mayoria de los estudios sobre TGFsde tEJidos neoplasicos

han sido hechos con líneas celulares tumorales. celulas 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 ac1d0—alcoholicos de seis de

las siete neoplasias malignas humanasexaminadas mostraron pre­

sencia de TGFscapaces de conferir el fenotipo neoplasico a las

celulas NRK-49F. en ausencia de cualquier otro factor exOgeno en

el ensayo en medio semiSOIido de agar.

La actiVidad transformante de los extractos vario con cada

ESDÉCIMEÑy no se observo relacion entre la histopatologia del

tum0r y la cantidad de TGFsintracelulares.

LOStratamientos fisico-quimicos de los 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.
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La PUFifiCBCiOn de los extractos ácido-alcohólicos de un

carcinoma epidermoide de pulmOn y de un rabdomiosarcoma de pec­

toral, por cromatografía de exclusión molecular, mostro la pre­

sencia de TGFs similares en ambos tumores.

Las actividades transformantes de bajo PM(picos IV y 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 mitogenica sobre fibroblastos NRKarres­

tados en medio con 0.5% de suero y no mostraron efectos inhibito­

rios sobre la estimulacidn de DNAinducida en estas celulas por

EGFe insulina. Dado este comportamiento, puede considerarse

que éstas son actividades transformantes semejantes al TGFwdque

actúan junto con el TGF-Bdel suero. presente en el ensayo en

medio semiSOIido de agar. para conferir el fenotipo neoplásico a

las celulas NRK-49F. Ademas. los PMdel pico IV del carcinoma de

pulmón y del pico III del rabdomiosarcoma coinciden con el des­

cripto para el TGF-cg (209,213). El pico V del carcinoma de

pulmOn y el IV del rabdomiosarcoma, con PMaparente de 4000 Da,

pueden representar otras actividades semejantes al TGF-d.0alter­

nativamente pueden ser productos de clivaje de los picos de 6000

Da que han conservado la actividad DiolOgica.

Los efectos de los picos l, II y III del carcinoma de pulmon y

de los picos I y II del rabdomiosarcoma, en los cultivos en medio

semisOlido y en monocapa de las celulas 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 podrian ser agentes modu­

ladores que actúan en combinacion con mitogenos del suero, por

ejemplo IGFs o PDGF.para inducir la formación de colonias de las

celulas NRK-49F.

La falta de actividad mitogenica de estos picos sobre cul­

tivos en monocapa de las celulas NRKes semejante al compor­

tamiento descripto para el TGF-Bpor Assoian (234), Roberts (262)

y Van Zoelen (288). Assoian también na descripto que el TGF-B

inhibe la Sintesis de DNAinducida por EGF en celulas NRK-49F

quiescentes (234). Roberts y col. (262) obtuvieron resultados

semejantes con cultivos en monocapade estas celulas, en presen­

cia de suero al 2%.

En este trabajo, utilizando condiciones de maxima estimula­

ción mitogenica de las celulas NRK-GQF(Materiales y Metodos:De­

sarrollo de MetodosExperimentales para la CaracterizaciOn Biolo­

gica de TGFs).(288). hemos encontrado que los picos l. II y lll

del carcinoma de pulmón y los picos l y ll del rabdomiosarcoma

fueron potentes inhibidores de la sintesis de DNA.

Si bien parece claro que estas actividades transformantes

son distintas del TGF-B.comparten con este factor algunas de las

propiedades que han demostrado que el TGFBes un regulador Difun­

cional de la proliferaCion celular (201) y que 1a transformación

maligna tambien 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 bi01091ca5 seme­
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jantes, podria explicarse considerando que los TGFscon menor
peso molecular resultan del clivaje de precursores o alternativa­

mente que las especies de alto PMrepresentan una asociacibn con

una proteina transportadora, o artificios debidos a la agregaciOn

de especies mas pequeñas.

La presencia en estas neoplasias de TGFsque pueden actuar

comoinductores o inhibidores de la proliferacion celular indica

que estas celulas 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" y no se conoce nada de los posibles

efectos "in vivo” de estos factores. Ademas, las ce1u1as in­

dicadoras usadas son no transformadas y se ha demostrado que las

celulas normales y neoplaSicas exhiben respuestas diferentes a

los factores de transformacion (4).

En ambas neoplasias malignas se han encontrado el mismo tipo

de TGFsa pesar de que las celulas de estos tumores difieren

tanto en su origen embrionario comoen su tipo histoloQico.

Otros autores han reportado también el hallazgo de TGFsen

tumores primarios humanos. Nickell y col (334) purificaron TGFs

Estos factores transformaronde varios carcinomas y sarcomas.

selectivamente a las celulas NRK-49Fy AKR-ZB,sin 1a presencia
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de ningún otro factor exogeno y no compitieron por los receptores
del EGF.

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

y TGF-Ben una variedad de tumores so1id05,

Cuando se utilizo el modelo experimental de tumores de mama

inducidos por MPAen ratones hembras de la cepa Balb/c, los

resultados obtenidos en el estudio de TGFspresentaron similitu­

des con los hallazgos en tumores humanos.

En los extractos acido-alcohólicos de los tipos tumorales

HDI, HD: y HI se observo la presencia de TGFs. En los tres

casos hubo potenciacibn de la actividad transformante por el EGF.

Los tratamientos fisico-quimicos de los 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

perdida de la actividad bioloQica.

La purificación de los factores y la posterior caracteriza­

cion de estos TGFs por cromatografía de exclusión molecular

demostro que en los tumores hormonodependientes con y sin MPAse

encontraban presentes dos tipos de TGFs con distintos pesos

moleculares. El primero de ellos de 43 KDapresento las siguien­

tes caracteristicas biológicas: i) estimulo la formacionde

colonias de las celulas NRK-49Fen ausencia de EGFexOgeno. pero
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su actividad fue potenciada por EGF, ii) no compitio por los

receptores de EGFaislados de membranas de placentas humanas,

iii) no presento actividad mitogenica sobre celulas NRK-49Fen

monocapa, iv) actuo como potente inhibidor de la sintesis de DNA

inducida en estas celulas por EGFe insulina.

Estas propiedades biolOQicas, con la excepcion de la poten­

ciación de 1a actividad transformante por el EGF son idénticas a

las descriptas para los TGFsde alto PMaislados de los tumores

humanos.

El pico de 43 KDano se observo en el tumor HI.

El otro tipo de actividad transformante, presente en los

tres tipos tumorales, eluyo en la zona de PM13.5 KDaen la

columna de Bio-Gel. Sus propiedades biOIOgicas fueron: i)

estimulo 1a transformacion fenotipica de las celulas NRKsólo en

presencia de EGF, ii) no compitió por los receptores del EGF,

iii) no fue mitogenico sobre celulas NRK-49Fen monocapa y iv)

inhibio la sintesis de DNAinducida por EGF e insulina en estas

celulas.

Todas estas propiedades bioloQicas son idénticas a las

descriptas para el TGF-B(234,235,236),inc1uso la eluciOn anomala

en las columnas de Bio-Gel P-óO, producida probablemente por

interacción con 1a matriz.

La posterior purificaciOn de estos factores utilizando HPLC

en columnas de interacciOn hidrofobica, un metodo original que
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hemos desarrollado para el TGF-Bde plaquetas humanas, demostró

que ninguno de ellos eluia en la region del TGF-Bde plaquetas.

Además. los estudios de las propiedades inmunológicas de

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

identidad con los TGF-B; o TGF-Be.

Por lo tanto, nuevamente en estos tumores experimentales,

tanto como en los humanos, estan presentes TGFs que si bien se

asemejan por sus propiedades biológicas al TGF-Bson diferentes
de este factor.

Debe considerarse que se purificaron en la columna de Bio­

Gel P-óO las mismas cantidades de proteina (100 mg) de cada

extracto acido-alcohólico, se colectaron idénticas fracciones y
las alícuotas utilizadas para los ensayos de transformación

fueron las mismas. De acuerdo a los actuales conocimientos, los

ensayos de formaciOn de colonias de celulas NRK-49Fen presencia

de 2 ng/ml de EGFpermiten cuantificar al TGF-B (194). Por lo

tanto, SE UtiliZÓ este criterio comouna aproximación para la

cuantificación de la actividad transformante del pico de 43 Kda.

Se observa asi, que hay una significativa disminucion de la

sintesis de este factor en el tumor HD: respecto del HDl.
Estos resultados junto con la ausencia de este pico en el

tumor HI, sugieren que podria tratarse de un factor inhibitorio

de la proliferación de las celulas 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 autonomo_

Este mecanismo podria contribuir entonces a la ventaja

proliferativa de las celulas neoplasicas.

Los trabajos de Lippman y Dickson han aportado evidencias

experimentales que apoyan esta hipótesis (272). Ellos han traba­

jado con la linea MCF-7de celulas epiteliales de cancer de mama

humano, cuyo crecimiento “in vitro" y tumorigenesis "in vivo“ se

encuentran bajo regulación hormonal. Estos autores han encon­

trado que las celulas MCP-7liberan al medio de cultivo TGF-B

biolOgicamente activo que compite para unirse a los receptores

del TGF-By es reconocido e inactivado por anticuerpos anti-TGF­

B. Cuando fraccionaron el medio condicionado en columnas de Bio­

Gel P-150 encontraron dos picos con las caracteristicas biologi­

cas del TGF-B; uno de ellos de PMaproximado 50 KDay el otro en

la zona donde eluye el TGF-B de plaquetas (13.5 Kda). En este

trabajo se sugiere que la especie de bajo PMcorresponde al

dimero maduro de 112 aa del TGF-B, mientras que la especie de

alto PM podria representar una asociación no covalente con una

proteina transportadora secretada por las celulas MCP-7. Esto no

afecta sin embargo la actividad biolOgica del factor.

En el caso de nuestros hallazgos la diferencia en una de las

propiedades biológicas de los TGFsde alto y bajo PM (la induc­

ción de la transformación fenotipica de NRK,en ausencia de EGF,

del TGFde 43 KDa) hace dificil pensar que los distintos PMse
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deban simplemente a la asociacion con una proteina transpor­
tadora.

Ademas, también en la purificacion por HPLCambos factores

eluyen en distintas concentraciones de acetato de amonio , lo

cual es una evidencia mas de que los TGFs que hemos aislado son

distintas especies.

En este mismo trabajo Lippman y Dickson también encon­

traron que la secreciOn de TGF-B aumentaba de B a 27 veces

cuando se trataba a las celulas con antiestrOgenos en concentra­

ciones que resultaban inhibitorias del crecimineto.

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

que es resistente a los antiestrdgenos. demostro que éstos no

aumentaban los niveles de TGF-Ben aquellas celulas.

Tambien en este modelo. donde el creCimiento de las MCP-7es

estimulado por E2, los autores estudiaron el mecanismode regula­

ciOn de 1a sintesis de TGF-B. Übtuvieron evidencias de que la

induccion del TGF-fiestá mediada por la interacción de los an­

tiestrOgenos con el receptor del estradiol. Ademas,demostraron

que la regulación del TGF-Bno se produce a nivel del mRNA.

Por otra parte, de acuerdo a los hallazgos que hemos men­

cionado en la Introducción, muchos tipos celulares secretan TGF—

B en una forma latente que requiere acidificacibn para su activa­

ciOn (201).

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

veces en los niveles de TGF-Bactivo, en el ensayo radioligando­
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receptor, producido por los antiestrogenns! se debia a un in­
cremento de 3 a 4 veces en el total de especies secretadas y

tambien a un aumento de 3 a 4 veces en la fraccion del total

intrínsecamente biologimante activo.
En este mismotrabajo los autores estudiaron el efecto del

TGF-Bsobre el crecimiento de lineas celulares de tumor de mama.

Las lineas MDA-MB231, altamente tumorigenica y sin receptores

para estrógenos y LY-2resultaron inhibidas en su crecimiento por

el TGF-B. Finalmente, en experimentos de cocultivo demostraron

que el TGF-Binducido por antiestrOQenos en las MCP-7inhibía 1a

proliferación de las celulas MDA-MB231.

En conclusión, todos estos hallazgos, junto con los de

Roberts y col. (262) que establecieron que el TGF-Binhibe el

desarrollo de colonias de lineas celulares tumorales provenientes

de carcinomas, sarcomas y melanomas, sugieren que el TGF-Bactua

como un regulador autocrino negativo de la proliferacion de

celulas epiteliales.

El otro pico de 13 Kda que se encuentra en los tres tipos

tumorales presenta aun mayores semejanzas en sus caracteristicas

biológicas "in vitro" con las del TGF-B. Sin duda. la falta de

reconocimiento por anticuerpos anti TGF-By 1a diferente eluciOn

en las columnas de HPLClo diferencian de este último factor.

Con la aproximaciOn cuantitativa empleada para el pico de 43

Kda, observamos que los niveles del TGFde 13 Kda son semejantes
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en los tumores HD1y HI, encontrandose disminuido en e] Hoz,

Podria considerarse asi que este es nuevamente un factor

inhibitorio cuya sintesis es anulada por el MPA. Esto está de

acuerdo con lo que sucede con las células MCP-7 donde el E2

inhibe la sintesis de TGF-B. Sin embargo, quedaria aun por

explicar porque en el tumor autónomo (HI) este TGFtiene niveles

semejantes a los del tumor HDi.

Una posible respuesta seria que si bien el tumor HI no ha

perdido la capacidad de sintetizar esta actividad inhibitoria

no es capaz ya de responder a la misma.

Este, es un mecanismo de transformaciOn maligna ampliamente

postulado. En distintos trabajos se trataron celulas normales de

mamahumana con agentes Quimicos para inmortalizarlas y luego se

transfectaron secuencialmente con una serie de oncogenes (287,

335,336,337). De esta forma, se imito el proceso en etapas del

desarrollo maligno. Los hallazgos fueron sorprendentes: las

celulas normales, las inmortalizadas y las progresivamente trans­

formadas producían TGF-By tenian receptores para este. Sin

embargo, presentaban una pérdida progresiva de la respuesta al

TGF-B.

Las causas de esta pérdida no se conocen aun, pero se ha

postulado que la deficiencia se produce probablemente despues de

que el TGF-Bse une a su receptor, tanto en la transmicion de

de la señal del TGF-Bal interior de la celula, como en los

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

estaria dada porque el MPA inhibe la sintesis de un posible

factor autocrino negativo. En el HI. que ya no necesita 1a

presencia de MPApara proliferar este TGF regulador 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

biológicas de los TGFs de 13 y 43 Kda con el TGF-B hacen necesa­

rio considerar posibles funciones paracrinas de este último

factor en el proceso de transformacion maligna. Estas, podrian

ser ejercidas también por los dos TGFsaislados.

En efecto, el TGF-B estaria involucrado en la estimulacion

de la proliferación de fibroblastos alrededor del tumor y la

infiltración de vasos sanguíneos en la masa tumoral (194.199,276,

277,278). De esta forma, podria ser responsable junto con otros

GFs secretados por las celulas neoplasicas, ta1es como el PDGF.

de la intensa proliferaciún 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-Binduce angiogenesis “in vivo” son una eviden­

cia en favor de una de las funciones paracrinas potencialmente

mas importantes de este factor.

Sin duda, la infiltración de vasos sanguineos en 1a masa
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tumoral es un evento indispensable para el desarrollo de las

neoplasias sólidas.

Estos efectos paracrinos del TGF-B,inductores de la pro­

liferaciOn celular, son opuestos a su acción autocrina negativa

sobre celulas epiteliales malignas.
La complejidad de las actividades de TGF-Brequerira sin

duda muchos mas estudios para determinar cual es su real par­

ticipacion en el desarrollo tumoral.

Finalmente, hemos comparado los TGFsaislados de los tumores

da mamacon el TGF-Bdado que las importantes semejanzas en sus

actividades biolOgicas nos hacen pensar que estos TGFsde 13 y 43

Kda pertenecen a la familia de factores de transformacion rela­

cionada con el TGF-B(250.251,252).

Apoyannuestra hipotesis los hallazgos de Massague (249)

quien ha sugerido que una de las formas de regular la respuesta

de las Células al TGF-Bpodria sEr a traves de la presenc1a de

múltiples formas del factor y de receptores con afinidades dife­
renciales.

Por otra parte, tal comose describio en la Introduccion,

se han identificado varios factores de transformaciOn diferentes

a los TGF-¿ y TGF-B pero que poseen propiedades Di01091ca5 seme­

jantes a las de alguno de estos dos últimos factores (288. 203.

204)

Entre ellos, se encuentran el TGFextraido por Halper y Moses
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(205) de tejido epitelial (al igual que los TGFsde 13 y 43 Kda

descriptos en este trabajo).

Los resultados obtenidos en la investigacion de la

presencia de EGF en los 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 un rol autocrino positivo del EGFen el desarrollo

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

El mayor interes de nuestros resultados reside en que este

es el primer trabajo donde se demuestra la presencia de EGFcom­

pletamente procesado (6000 Da) en tumores de mama.

Los hallazgos recientes de Murphyy col. (339) sin duda son

105 mas proximos a nuestros resultados experimentales.

Estos autores utilizaron una sonda de CDNApara el precursor

del EGFhumano, con el objeto de analizar la expresiOn del gen

del EGFen lineas celulares de tumores de mamahumanos. Demostra­

ron asi que las lineas con receptores para estrógenos, T-47D y ZR

75 presentan altos niveles del mRNAdel EGF. Las lineas BT 20 y

MDAMB 231. sin receptores de estrOgenos, tienen muy bajos nive­

les del mRNAdel EGF. Sin embargo, no todas las lineas con

receptores estrogenicos expresaron el gen del EGF, dado que en
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las celulas MCP-7 no se detecto el mRNAdel EGF_

Murphyy col. investigaron luego cuales eran los pro­

ductos de traducciOn del gen del EGFen las celulas T-47D. En­

contraron que en el medio condicionado de estas celulas estaba

presente una actividad capaz de competir por los receptores de

EGF. Sin embargo, los resultados que obtuvieron utilizando un

radioinmunoensayo especifico para el EGFsugurieron que el factor

presente no era el péptido maduro de óOOO Da. Ademas, los es­

tudios de inmunoprecipitacion y SBS-PAGEdel medio condicionado

de las celulas T-47Dy de lisados de estas celulas, utilizando 3

anticuerpos anti-EGF, demostraron que en el medio condicionado la

banda de proteina mas importante aparecia en 1a zona de PM40,000

Da. Con dos de los anticuerpos se observaba que otra proteina

menos abundante de PM18,000 era también inmunoprecipitada.

El precursor del EGFde 133.000 Da o el peptido maduro no pudie­

ron detectarse. No se logro inmunoprecipitar ninguna proteina en

el lisado celular. Ademas, el análisis del DNAde las lineas de

cáncer de mama humano MEF-7, T-47D, HBL-lOO, BT-20 y MDAMB 231

demostro que en ninguna de ellas habia amplificación del gen del

EGF.

La especificidad de la metodologia empleada en nuestro

trabajo permite afimar que el EGF detectado en los tumores in­

ducidos por MPAes el polipeptido maduro de 6000 Da.

A diferencia de los estudios de Murphynosotros hemos detec­

tado la presencia de EGFintracelular en las celulas neoplasicas.

225



La respuesta de las celulas epiteliales malignas de mamaal

EGFhan sido investigada por distintos grupos.

Kurachi y col. (338) han sugerido que el EGFesta involu­

crado en el desarrollo de tumores mamarios murinos.

Las lineas celulares de cancer de mamahumano han demostrado

distintas respuestas al EGF. Asi Osborne y CD1. (340) han demos­

trado que el EGFinduce la proliferacion de las celulas MCP-7en

medio libre de suero. En este mismotrabajo no se observo efecto

estimulatorio sobre la linea MDA-MB231. Fizpatrick y col (341)

obtuvieron también efectos inductores del crecimiento en las

celulas MCP-7 y T-47D. Las lineas MDA-MB231 y ZR-75-1 no res­

pondieron al EGF. Imai y col (342) observaron una importante

estimulación de las celulas T-47Dpor 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

mamahumanosecretan factores de transformación.

Asi, en el medio condicionado de las celulas MCP-7Lippman y

col. han determinado la presencia de una actividad transformante

de las celulas NRK-49Fy AKR-2B(343,344). Este factor estimula

ademas la proliferación de las mismas celulas MCP-7 y de fibro­

blastos 3T3 y compite para unirse a los receptores del EGF. La

purificaciOn del medio condicionado ha demostrado que el TGF

aislado tiene un PMaparente de 30 KDa. Todas estas caracteris­

ticas indican que este factor esta relacionado con el TGF-A, si
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bien tiene un PMsignificativamente mayor que el TGF-d clonado y

secuenciado de fibroblastos transformados (213,217,218). No se

conoce si este factor esta relacionado con el precursor del TGF1L

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 mRNAo

iii) es un nuevo gen relacionado con el TGFii. Salomon y col.

(345) estudiaron también la linea MCF-7 y encontraron una ac­

tividad transformante con las mismascaracteristicas que el TGF

descripto por Lippman y su grupo.

De acuerdo en lo mencionado en la Introducción Derynk y

col. han encontrado el mRNAde 4.8 Kb del TGF7J en células MCP-7

y en otras lineas de cancer de mamahumano (228).

Nuestros resultados en los estudios del EGFdemostraron

también QUEla Sintesis de este factor es inducida por MPA.

En efecto, el tumor HDtratado con MPApresento un aumento

significativo en el nivel de EGFrespecto del tumor HDsin MPA.

La cantidad de EGF en el tumor HI es semejante a 1a del HD:

y también superior al tumor HDL.

La estimulacion de 1a sintesis del EGFpor el MPA,podria

ser uno de los mecanismos por los cuales esta hormona induce el

desarrollo de neoplasias de mamaen las hembras Balb/c.

Respecto de 1a 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 estrógenos y la prolactina, hay diversas

evidencias que sugieren que los progestagenos tendriantambien una

importante funcion (346). Se ha demostrado que la administración

de progestagenos puede tanto aumentar comodisminuir 1a inducción

de la carcinogenesis quimica en ratas. Este efecto depende del

momentode la administración de los progestagenos y de la dura­

ción del tratamiento. respecto de la administración del carcino­

geno (347)

Nanni y col. (303) han trabajado con tumores mamarios in­

ducidos en ratas por N-nitrosometilurea. Asi, han demostrado que

tanto 1a progesterona comoel R5020 estimulaban el desarrollo de

colonias en agar de estas celulas tumorales cuando estaban pre­

sentes en c0ncentraciones entre 10 y 100 nM. En altas concentra­

ciones resultaban en cambio inhibitorios. La administración

combinada de estradiol y progestErona resulto en la potenciación

de la formación de colonias. respecto de la 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 bifasico en el crecimiento celular. Se

conoce ademas que la administración de altas dosis de proges­

tagenos induce regresión en un alto porcentaje de tumores de mama

humanos con receptores para estrógenos (348). Sin embargo. Dao

y col. (349) han demostrado que dosis fisiológicas de progeste­

rona, cuando se suministran con pequeñas cantidades de estróge­
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nos, aumentan el indice de marcación con timidina aun en tumores

que no tienen receptores para estrOgenos.

En ratones se ha postulado que las hormonas son necesarias

fundamentalmente para la fase de inducciún de los tumores de

mama, dado que en la mayoria de las cepas estos se transforman en

hormonoindependientes. (350). Sin embargoJ hay unos pocos modelos

experimentales en los cuales los tumores mantienen su hormonode­

pendencia. Sluyser y col. (346) han caracterizado los tumores de

mamainducidos por estrOgenos y progesterona en ratas GRy 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 C57b1/DBAZFlgque

llevan un transplante hipofisario en la capsula renal, provoca la
aparicion de adenocarcinomas de mama. Estos tumores, similares a

los descriptos aqui, son de tipo ductal, poseen receptores para

EStFOgenos y se mantienen estrógeno dependientes en pasajes

sucesivos. Estos autores han postulado que dosis fisioloQicas de

progesterona aumentan la proliferacion de 105 tumores,

En nuestro modelo tumoral ha sido posible demostrar no solo

que el MPAes 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 inducción del EGF por MPAconcuerda con
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los estudios de Murphy y col. (339), que demostraron que los

niveles del mRNAdel EGFen las celulas T-47D aumentaban sig­

nificativamente al tratar las celulas con concentraciones de MPA

tan pequeñas como 0.1 nM. Un efecto semejante se produjo en las

celulas ZR-75.

Sin embargo, el modelo con el que trabajaron estos autores

es completamentedistinto al utilizado en nuestro trabajo. En

efecto, las concentraciones de progestagenos que inducen la

expresión del EGFson inhibitorias de la proliferación de las

celulas T-47D. Murphyy col. postulan asi dos posibles explica­

ciones: A) la expreSiOn del gen del EGF, gue codifica para un

factor posiblemente estimulatorio del crecimiento celular, es un

mecanismode defensa de las celulas contra la inhibiciOn de la

proliferación ejercida por el MPAy B) el EGFtiene un efecto

antiproliferativo sobre las celulas T-47D. Esta hipótesis es sin

embargo dificil de sostener dado due como hemos mencionado sobre

este tipo celular varios autores ha demostrado que el EGFes

mitogenico. Murphy y col, basandose en el hallazgo que hemos

comentado anteriormente que las celulas T-47Dsintetizan y secre­

tan proteinas relacionadas inmunológicamente con el EGFpero de

alto PM, han postulado que probablemente éstas tengan propiedades

biológicas 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-clera estimulada por estradiol el cual

es mitogenico para estas celulas. Postularon asi que factores

semejantes al EGFactuando en forma autocrina positiva contribu­

yen a la ventaja proliferativa de las celulas malignas.

Del mismo modo nosotros pensamos que la inducción de 1a

sintesis de EGF causada por el MPAes uno de los mecanismos por

los cuales esta hormonaestimula el crecimiento tumoral.

E1 estudio de receptores de EGF demostró que estos se en­

cuentran presentes en los tumores HD; y HI siendo su numero

semejante en ambos tipos tumorales. Por el contrario, se observó

una significativa disminución en los niveles del receptor en los
tumores HDz.

Las condiciones experimentales, que incluyeron el tratamien­

to de las membranascon "buffer" de pH 3, nos permitieron deter­

minar que la disminUCiOn en el numero de receptores para EGF en

el tumor HD: no se debía a la ocupación de los mismos por el

ligando endógeno.

La caracterización estructural de los receptores, utilizando
reactivos de entrecruzamiento, demostró que el receptor presente

en los tumores es la especie de 170,000 Da deSCripta en una gran

variedad de tipos celulares (93,107,108,109).

Comohemos mencionado anteriormente, los niveles de EGFen

el tumor HDz, son significativamente superiores a los 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 celulas del tumOr HD: tiene una par­

ticipaciOn fundamental en la regulación de i) el número de

receptores de superficie de EGFen las células del tumor HDI.

ii) la activaciOn del receptor, iii) las señales intracelulares

producidas por la activacion de] receptor iv) el proceso de

internalizaciOn y degradación en los lisosomas de complejo Recep­
tor-EGF.

Sin duda, este fenómeno de disminución del número de recep­

tores de superficie ejercido por el ligando, es semejante al

proceso de "downregulation" descripto para diversas hormonas y

factores de crecimiento, entre ellos el propio EGF(111).

Pero es muy importante aclarar que hay diferencias fundamen­

tales entre la implicancia biologica de la "downregulation" y E1

fenOmenoque nosotros observamos en nuestro sistema.

En efecto, "down regulation" indica que la celula que ha

SUfridO una disminUCiDn de los receptores para un determinado

ligando, inducida por el propio ligando, pierde sensibilidad para

este. Asi, la hormonao GF no puede ejercer su efecto biológico

a traves de la unión con receptores de superficie.

En cambio) las evidencias experimentales obtenidas con los
tumores estudiados sugieren que i) la ventaja proliferativa del

tumor HD: respecto de HD; esta dada por la estimulacion del MPA,

ii) la hormona es la responsable del aumento en los niveles de



EGFobservado en el tumor HD: respecto del HDL, iii) el EGF seria

asi un factor autocrino pos1tivo en las celulas neoplasicas iv)

el aumento en el nivel del EGFen el tumor HD: SEria el respon­

sable de la disminuciOn del numero de receptores de superficie

para este factor, v) este fenomenoseria distinto de la "down

regulation”, porque no implica una falta de respuesta de las

celulas a1 EGF, si no por el contrario las celulas HD: seguirían

respondiendo al factor y posiblemente con mayor sensibilidad que
las celulas de los otros tumores.

En favor de un mecanismo como el propuesto existen eviden­

cias obtenidas por distintos grupos.

En 1982 Osborne y col. (353) publicaron el primer trabajo

donde se demostro la presencia de receptores de alta afinidad

para el EGFen celulas de cancer de mamahumano. Ellos demostra­

ron que las celulas MCF-lposeían receptores especificos de EGF.

El grafico de Scatchard fue curvilineo. lo que sugirió la exis­
tencia de dos sitios con distinta afinidad y se detectaron

aproximadamenteentre 25,000 y 50,000 sitios/celula. Ademas, el

EGFinduJo "down regulation" de sus receptores. Tal como hemos

mencionado en esta linea EGPes up 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 Z de los tumores habia receptores de EGF.

El analisis de Scatchard de los datos de union utilizando un

"pool" de membranasdemostraron la existencia de un solo sitio
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siendo Ü: 28 fmoles/mg de proteina de membrana y Ko: 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 estrógenos. MCP-7. T-47D y ZR-75—1 presentan un nivel bajo

de receptores para EGFy su crecimiento “in vitro" es estimulado

por el EGF. Por el contrario, las lineas sin receptores estrogé­

nicos MDA-MB-ZSL.HsS78T, EVSA-T y BT-ZO contienen un alto numero

de receptores para EGFy su crecimiento in vitro“ no es es­

timulado por el ESF. La regulaciOn de la expresion de los recep­

tores del EGFse ejerce a nivel transcripc10na1.

La relaciOn inversa entre el número de receptores del EGFy

1a capacidad de este factor de estimular la proliferaciOn se

encontro tambien En la linea de carCinoma epidermoide 9-431, en

otras lineas también de carcinomas epidermoides y en las celulas

de cancer de mama MDA-HB-aéB 341,334).

Actualmente no hay explicación sobre porque el EGFactua

como un potente mitogeno en celulas 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 HD: indican que éste es un fenOmeno que se produce

en distintos tipos celulares.
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Nuestros resultados indican gue el tumor HDLpresenta

altos niveles de receptores para estrOgenos. progesterona y EGF.

el HD:mantiene los niveles de receptores estrogenicos y de

DFOQESterOnaY ha disminuido significativamente el contenido de

receptores para EGF. En el tumor HI el numero de receptores de

estrógenos y progesterona es muybajo. observándose 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 partic1paciOn de1 EGFcomo

un factor autocrino positivo en las celulas de los tumores de

mama inducidos por MPA.

Los resultados de Fitzpatrick y col. (341) que mencionamos

anteriormente. con tumores de mamahumanos, demostraron que no

habia una significativa asoriación entre los valores de los ESF-R

y los de E-R o PG-R. con lo cual demostraron que el EGP-R no es

un marcador de E-R .como ha SldD propuesto para el PG-R. Ellos

encontraron gue el 20 Z de los tumores Sin E-R, presentaban altos

niveles de EGF-R, sugiriendo asi que este tipo de tumores paede

representar una clase de celulas de Cancer de mamaen las cuales

el creCimiento esta regulado por el EGPy no por estrógenos.

Resultados semejantes. respecto de una significativa rela­

ciOn inversa entre la presenCJa de rs'eptores para EGFy estróge­

nos en tumores de mamahumanos , han sido obtenidos pOr otros

grupos utilizando tecnicas de radioligando-receptOr o inmunohis­
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toquimicas (352).

En el trabajo de Davidson y col. (354) que comentamos

antes se demostro en siete lineas celulares de carcinomas de mama

humanos una relación inversa entre los E-R y EGF-R.

Por otra parte, Vickers y col.(355) estudiando 1a variante

de la linea MCP-7 resistente a adriamicina MCF-7/Adr". gue pre­

senta el el fenotipo de resistencia a múltiples drogas (MDR).

encontraron que estas celulas habian perdido los receptores de

estrógenos y progesterona y presentaban un aumento de 100 veces

en el contenido de EGF-R. Observaron ademas que el aumento de

los receptores de EGFen esta linea resistente a las drogas está

relacionado con una disminuciOn de la respuesta de las celulas al

efecto mitogenico 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, hay una inducciOn del

EGF-R por el PG-R.

En nuestro modelo experimental en el tumor hormonodepen­

diente sin MPAestan presentes E-R. PG-R y EGFR. Podia esperarse

un resultado como éste considerando que es la neoplasia de mas

lento desarrollo y por lo tanto aquella en la cual las celulas

tumorales se mantienen mas proximas a 1a regulación 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 y la diferenciaciOn de

la glándula mamaria normal. Sin embargo. distintos hallazgos
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indican que estos procesos dependen de la interaccion de multipes

hormonas: estrÓQEnos. progesterona. glucocorticoides y prolactina

y de factores de crecimiento entre los cuales sin duda el mas

firmemente postulado es el EGF.

Se conoce que el EGPtiene potentes efectos inductores de la

proliferación de las celulas mamarias epiteliales de origen

humanoy murino (82,92,93). Si bien no esta claro cúal es el rol

de este factor en el crecimiento y diferenciacion de 1a glándula

mamaria muchos estudios han proporcionado evidencias de un rol

fisiolOgico normal del EGP (357)

En el tumor HD tratado con MPAse mantiene la presencia de

E-R y PG-R pero hay una disminuCíOn significativa de los recep­

tores de EGF. Este resultado es concordante con los resultados

ya mencionados de otros grupos (354.356).

Finalmente. el tumor de mas rapido desarrollo. el HI ha per­

dido los receptores de estrógenos y progesterona y presenta en

cambio altos niveles de EGF-R. Esto sugiEre que i) el tumor se

ha independizado de la acc10n inductora de la proliferación del

MPAporque probablemente otros factores son los responsables de

la estimulaciOn, pudiendo encontrarse entre estos el EGFactuando

por un mecanismo autocrino.

Los resultados que hemos obtenido en el estudio del IGF-I

presentan similitudes cen los del EGF.

Asi, se ha observado la sintesis de este factOr por las



celulas de los tres tipos de tumores.

Nuevamente, se ha determinado un significativo aumento en la

cantidad de IGF-I producida por las celulas del tumor HD: respec­

to del HDL. El contenido de este factor el el tumor HI es seme­

jante al del HD: y superior al del HDL.

Estas evidencias indican una posible estimulación de la

sintesis de IGF-I por el MPA.

La secresion de lGF-I por celulas de cáncer de mamaha sido

claramente demostrada. En efecto. todas las lineas de tumores

mamarios humanos examinadas hasta el momento, presentan IGF-I en

sus medios condicionados, detectado por el radioinmunoensayo

especifico (358).
Realizando una extracciOn aCido-alcoholica del medio con­

dicionado de las celulas MCP-7 y purificando el material en­

contrado se demostro que este migra jUnto con IGF-I del suero

(353,358).

Cuandoestaba presente el rojo fenol en el medio de cultivo

de estas celulas no se pudo observar una induccion por E= de la

sintesis de IGF-I. En cambio. la eliminacion de este indicador

de pH del medio de cultivo ha permitido establecer que los es­

trbgenos estimulan de 2 a 3 veces la produccion de IGF-I (358).

Tambien, la insulina determino un aumento semejante en los nive­
les de este factor.

Recientemente, se ha demostrado que el EGF y TGF-&_son capa­

ces de inducir la sintesis de IGF-I en las celulas MCP-7(359).
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Por otra parte, los antiestroQEnQS! e} TGF-B y los glucocpr—

ticoides inhiben la secresion de IGF-I (359). En todos los

casos los efectos sobre la sintesis del IGF-I precedieron a los

efectos de los distintos agentes sobre la proliferacion celular,

Hasta el momento, no se conoce cual es la participación del

IGF-I en el proceso de transformación maligna de las celulas

epiteliales mamarias. Sin embargo, dado los hallazgos menciona­

dOS SE Piensa que DOdFia tratarse, al igual que el EGF, de un

factor autocrino positivo en estas celulas neoplasicas.

Es interesante mencionar que dos lineas altamente malignas y

sin receptores para estrOgenos secretan grandes cantidades de

IGF-I pero no presentan respuesta al lGF-I exageno (360).

Respecto de los receptores del IGF-I, los hallazgos ob­

tenidos en nuestro trabajo, son también semejantes a lo demos­

trado para el EGF.

En efecto los tumores HD¿y HI presentan receptores para el

factor y en el HD:se observo una significativa disminución en el

contenido de receptores.

Podrian postularse asi hipótesis similares a las que deta­

llamos para el EGFpara explicar estos resultados.

Los niveles de receptores de lGF-I en lineas celulares de

tumores mamarios y 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 celulas de cancer de mamahumano. Estos receptores poseen las
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caracteristicas estructurales descriptas en otros tipos celulares
(361).

Debeconsiderarse que la presencia de proteinas transpor­

tadoras de IGF-I (IGF-BP) en muchos tipos celulares ha sido una

de las principales dificultades en los estudios de la unión del

IGF-I a sus receptores (329,330,331). Estas proteinas se unen al

IGF-I con tal afinidad que interfieren en la interpretacion de

los datos de los ensayos radioligando-receptor. Las IGF-BP

constituyen una familia de péptidos heterogeneos que unen IGF-I e
IGF-II.

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 HDL,HD2y HI sintetizan una proteina transpor­

tadora de IGF-I de PMaproximado 43 KDa. La funciOn de esta

proteina no se conoce hasta el momento.

IGFs estarian involucrados tambien en mecanismos autocrinos

de estimulacidn de la proliferación celular normal. En efecto,

SE CDÜÜCEque las CÉIUlaS hepáticas producen IGFs y poseen altos

niveles de receptores (362). Por lo tanto, es posible que simul­

taneamente los IGFs y sus receptores esten presentes en la misma

vesícula intracelular.

Asi, es necesario que el receptor este protegido contra el

ligando intracelular. Los hallazgos recientes de Barenton y col.

(329) indican que esta protecciOn seria proporcionada por las

IGF-BP.
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Tambien, ha sido propuesto un mecanismoautocrino/paracrino

de regulaciOn de la accion de IGFs por sus proteinas transpor­

tadoras. De esta forma, la respuesta final de las celulas a los

IGFSdependeria del balance entre las concentraciones de estos

factores y las IGF-BPen el microambiente celular (329,330).

Los estudios radioligando-receptor de IGF-I 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, G: 22.5 fmoles/mg)

y sitios de baja afinidad (Kd= 1.3X10"° M, O: 143.7 fmoles/mg).

La caracterización 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 PM130.000 Da coincidiendo con

la descripto para membranasde placenta humanay de fibroblastos

de piel humana. Se ha demostrado que en condiciones no reduc­

toras la banda desaparece, observandose una intensa marcac1ón en

el rango de PM350,000-290,000 (142). Las caracteristicas de

este tipo de componente de membrana, estabilizado covalentemente

con el IGF-I, coinciden con las que hemos descripto en la Intro­

ducción para el receptor de la insulina y de IGF-I. En efecto,

se trataría de la subunidadoLde 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

PM260,000. Esta banda ha sido descripta en numerosos tejidos

(142) y en condiciones no reductoras se localiza en el rango de

PM214,000-234,000 Da. El aumento de PMobservado con la presen­

cia de agentes reductores se debe probablemente a la ruptura de
puentes disulfuro intracatenarios y es un fenomenoque ha sido

descripto Para distintas DF0t21nas (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 la misma relación 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 lGF-l. Nuevamente y dado que

se considera que el IGF-I posee una funcion fisiológica en la

proliferación celular normal es posible considerar que la presen­

cia de estos tres receptores sea el reflejo de la conservacion en

estas celulas de algunos de los mecanismosregulatorios normales.

La relación inversa que hemosdemostrado, entre la presencia

de receptores para estrOgenos e lGF-l, es un hallazgo novedoso.

Un fenómeno como este en tumores de mama humanos seria una evi­

dencia mas en favor de la hipótesis que postula que en los tumo­

res E-R negativos la proliferaciOn estaria regulada factores de

crecimiento polipeptidicos y no por hormonasesteroideas.
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El tumor HI. donde se ha perdido 1a sintesis de E—Ry P6—R,

es una evicencia también en favor de esta hipotesis. En efecto,

la proliferación autónomade este tumor podria deberse al efecto

autocrino positivo de EGFe IGF-I.
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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 mamainducidos por acetato de

medroxiprogesterona (MPA)en hembras virgenes de 1a cepa Balb/c.

En este modelo se trabajo con lineas de tumores hormonodependien­

tes (HDL), hormonodependientes tratados con MPA (HDz) y hor­

monoindependientes (HI).

En las neoplasias humanasse encontraron TGFs, en distintos

rangos de PM, que por sus caracteristicas biológicas son semejan­

tes al TGF-B. Tambien se hallaron TGFs similares al TGF-QL

con un PH que corresponde al de este factor.

Ambostipos de factOres de transformaciOn estuvieron presen­

tes en tumores de distinto origen embriolOgico y tipo histológi­
CO.

En los tumores de mama inducidos por MPAse encontraron dos

tipos de TGFs uno de ellos de PM43 y el otro 13 Kda.

El COMPDFtamientObiOIOQico de ambos presento similitudes

con el TGF-B, si bien se demostro que no tienen identidad in­

munológica con el TGF-B; o TGF-an

EL factor de 43 Kda se aislo el las lineas HD; y HDz, no

observándose su sintesis en la HI.

Ademas. sus niveles disminuyeron en el tumor HD: respecto

del HDL.

Postulamos asi, que este TGFde 43 Kda podria actuar “in



vivo" como un inhibidor de la proliferación c91u1ar, cuya sin­
tesis se ha perdido en el tumor HI, de crecimiento autonomo,

El TGFde 13 Kda tiene las mismas propidades biológicas

que el TGF-B e incluso se comporta en la misma forma que este en

la elución en columnas de Bio-Gel. Sin embargo. se localiza en

otra zona del gradiente de acetato de amonio en la purificación

pOr HPLC.

Sus niveles son semejantes en los tumores HDy HI observan­

dose una disminución en el HDz.

Podria considerarse que este es nuevamente un regulador

negativo de la proliferación 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 celulas de esta

neoplasia no serian capaces de responder a este TGFinhibitorio.

Hemosconsiderado también posibles funciones paracrinas de

los TGFs de 13 y 43 Kda. En efecto, ambos podrian estar involu­

crados tanto en la proliferación del estroma que rodea en forma

caracteristica a las neoplasias mamarias, comoen 1a infiltración

de vasos sanguíneos 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 EGFcompletamente

procesado de óOOODa en celulas de Cancer de mama.

La sintesis de ambos factores es estimulada por el MPA.
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Hemospostulado asi que EGFe IGF-I actuarian como factores

autocrino positivos en los tumores.

Se han encontrado receptOres para el EGFen los tumores HD¿

y HI. Los niveles del EGF-Restan significativamente disminuidos

en el tumor HD:. Dado que 1a cantidad de EGF presente en este

ultimo tipo de tumor es mayor que en las otras dos lineas, hemos

considerado que la disminución de los receptores en causada por

el EGF- Este, seria un proceso semejante a 1a "down regulation”.

que sin embargo no involucra la perdida de sensibilidad al es­

timulo mitogenico de EGF. Por el contrario. podria haDEr incluso

una mayor respuesta de las celulas HD: al EGF.

Las caracteristicas estructurales del receptor demostraron

que se trata de la especie de 170,000 Kda, descripta tambien en

otras celulas normales y maligas.

Se ha observado en los tumores HD: y HI 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-I, de una proteína transportadora de este iactor de 43

KDa. Se conSidera que esta actuaria modulando en forma autocri­

na/paracrina la actividad biológica del IGF-l

Tambien se han encontrado receptores para IGF-I en los

tumores HD; y HI, observandose muy bajos niveles en el HD:

Se ha postulado asi, un mecanismo semejante al propuesto

para el EGFpara explicar 1a regulaciOn de los IGF-I-R por el

IGF-I.
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Las CBFaCteristicas estructurales del receptor coinciden con
las descriptas para el receptor del IGF-I, siendo la subunidad

que contiene el sitio de unión de 130.000 Da. Tambien, y de

acuerdo con lo demostrado en una variedad de tipos celulares se
dEtEFMinOla presencia del receptor de 260,000 Da que une prefe­

rencialmente al IGF-II.

Se DDSEFVOademas una relacion inversa entre los niveles de

los receptores para estrogenos y progesterona y los de IGF-I en

los tumores HD: y HI.

Los hallazgos en las neoplasias humanasy experiementales

demuestran la presencia en celulas malignas de factores de creci­

miento y transformacion. Algunos de estos actuarian comoregula­

dores autocrino positivos del crecimiento celular. Asi, serian

los responsables de la ventaja proliferativa de las celulas

neoplasicas. En los tumores humanos esta funcion la cumplirian

los factores semejantes al TGF-ol y en los experimentales el EGF.

Por otra parte, las celulas malignassintetizarian distintos

niveles de TGFscon 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 miSmosresul­

tarian en el crecimiento sin control de las celulas neoplasicas.

Finalmente, se observo la presencia de receptores para EGFe

IGF-I en los tumores experimentales y una relacion inversa entre
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los niveles de estos receptores y los du estrógenos y progeste­

rona. Esto, podria indicar que 1a estimulación de la prolifera­

ción en los tumores de mamahormonoinoependientes es regulada por

factores de crecimiento polipeptidicos.

Este último hallazgo es de suma importancia para tenerse en

cuenta en futuras terapias en los carcinomas de mamahumanos.
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